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E i n l e i t u n g 
Ruhende Lymphozyten k ö n n e n durch Pflanzenlektine s t i m u l i e r t wer-
den, so daß sie i n einen metabolisch aktiveren Zustand e i n t r e t e n . 
Dabei wird eine Reihe von Reaktionen a u s g e l ö s t , die bei Lymph-
z e l l e n des B-Typs zu A n t i k ö r p e r p r o d u k t i o n , DNA-Synthese und 
s c h l i e ß l i c h zur Mitose führen (Ling and Kay, 1 9 7 5 ) » Lymphozy-
ten sind daher ein interessantes Modellsystem, um die moleku-
laren V o r g ä n g e der Immunreaktion und Z e l l d i f f e r e n z i e r u n g zu 
studieren. Wertvolle Werkzeuge für solche Untersuchungen s t e l -
len Hemmstoffe bekannter S p e z i f i t ä t dar, mit deren H i l f e kom-
plexe R e a k t i o n s a b l ä u f e aufgegliedert werden k ö n n e n . 
Interessant i n diesem Zusammenhang i s t O v a l i c i n ( 1 ) , ein von 
Sigg und Weber ( 1 9 6 8 ) i s o l i e r t e s Stoffwechselprodukt aus dem 
K u l t u r f i l t r a t des Ascomyceten P s e u d e u r o t i u m 
o v a 1 i s STOLK. Es handelt s i c h um e i n Diepoxid eines 
Sesquiterpens, das mit Fumagillin (2), einem schon länger be-
kannten Pilzmetaboliten ( T a r b e l l et a l . , 1961) eng verwandt i s t . 
Besonderes Interesse verdienen seine i n pharmakologischen Un-
tersuchungen an M ä u s e n (und anderen Spezies) gefundenen immun-
suppressiven Eigenschaften (Lazary und S t ä h e l i n , 1 9 6 8 ) . 
So u n t e r d r ü c k e n 300 mg Ovalicin/kg Maus - i . p . i n j i z i e r t -
die A n t i k ö r p e r b i l d u n g nach Injektion von Schafserythrozyten, 
gemessen am H ä m a g g l u t i n i n t i t e r und an der Zahl Plaque-biiden-
der Z e l l e n . Die Hemmung der Immunantwort i s t am s t ä r k s t e n , 
- 2 -
wenn O v a l i c i n einen Tag nach der Immunisierung i n j i z i e r t wird 
(Lazary und S t ä h e l i n , 1 9 6 9 ; Arrenbrecht und Lazary, 1 9 7 0 ) . Das 
Toxin b e e i n t r ä c h t i g t ebenfalls die z e l l u l ä r e n Immunreaktionen. 
So werden homologe Hauttransplantate bei M ä u s e n i n Gegenwart 
des Hemmstoffs s i g n i f i k a n t länger t o l e r i t e r t ; die H ä u f i g k e i t , 
mit der experimentelle a l l e r g i s c h e Encephalomyelitis bei Rat-
ten a u f t r i t t und die I n t e n s i t ä t der Tuberkulinreaktion bei 
Meerschweinchen sind reduziert (Borel et a l . , 1 9 7 4 ) « Die immun-
suppressive Wirkung von O v a l i c i n i s t dabei wahrscheinlich nicht 
durch eine allgemeine Z y t o t o x i z i t ä t verursacht, da der Hemmstoff 
die Zahl der Mitosen i n Milzen immunisierter M ä u s e stark er-
n i e d r i g t , während der Mitoseindex im Darmepithel nicht beein-
flußt wird,(Lazary und S t ä h e l i n , 1 9 6 8 ) . 
Diese im Tierexperiment gefundenen bemerkenswerten Eigenschaf-
ten des Toxins legten nahe, die Wirkung von O v a l i c i n auf Lympho-
zytenkulturen zu untersuchen. Uberraschenderweise hemmte Ova l i -
c i n i n diesem System die P r o l i f e r a t i o n ConA-stimulierter M ä u s e -
M i l z z e l l e n , gemessen am Thymidineinbau i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s 
Z e l l y s a t j b e i der a u ß e r o r d e n t l i c h niedrigen Konzentration von 
2 x 1 0 ~ 1 0 Mol / 1 halbmaximal (Weiner, 1976; Hartmann et a l . , 1 9 7 8 ) . 
A l l e r d i n g s i s t die Hemmung der DNA-Sythese selbst bei v i e l h ö h e r e n 
Toxinkonzentrationen nicht v o l l s t ä n d i g . Da dies auf eine unter-
schiedliche S e n s i t i v i t ä t der i n einer Milzsuspension vorhandenen 
Lymphozytensubpopulationen hinwies, wurden die Untersuchungen von 
Weiner ( 1 9 7 6 ) auch auf anders zusammengesetzte Lymphozytensysteme 
ausgedehnt. O v a l i c i n hemmt den durch Mitogene unterschiedlicher 
S p e z i f i t ä t (LipoPolysaccharid, Concanavalin A; Andersson et a l . , 
1972) s t i m u l i e r t e n Thymidineinbau nicht nur i n M i l z z e l l e n , son-
dern auch i n Zellen aus M ä u s e l y m p h k n o t e n , i n normalen und hydro-
cortisonresistenten Thymozyten. In a l l e n Fällen b l e i b t jedoch 
ei n durch O v a l i c i n nicht hemmbarer Thymidineinbau von wechseln-
der Größe (Weiner, 1 9 7 6 ) . Wahrscheinlich i s t die DNA-Synthese 
jedoch nicht der direkte A n g r i f f s o r t von O v a l i c i n , da der Hemm-
s t o f f 20 Stunden nach ConA-Stimulation zugesetzt, den Thymidinein-
bau der durch das Mitogen p a r t i e l l synchronisierten M i l z z e l l e n 
zwischen der 2 4 » und 3 6 . Stunde nicht b e e i n f l u ß t ( s . o . ) . 
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Die a u ß e r g e w ö h n l i c h g r o ß e , sonst nur bei Hormonen gefundene 
Wirksamkeit dieses Hemmstoffs g e g e n ü b e r Lymphozyten, die eine 
sehr spezifische Wechselwirkung mit einem Rezeptor vermuten 
l ä ß t , v e ranlaßte uns, seine Wirkungsweise n ä h e r zu untersuchen. 
Das Z i e l der vorliegenden Arbeit war, die im Tierexperiment 
gefundene selektive Wirkung auf Immunozyten (s.o.) i n Z e l l k u l -
tur zu ü b e r p r ü f e n und den molekularen Wirkort von O v a l i c i n zu 
finden oder zumindest einzugrenzen. Dazu wurde im ersten T e i l 
der Arbeit der E i n f l u ß des Toxins auf die Zellvermehrung oder den 
Thymidineinbau lymphoider und nicht lymphoider Z e l l i n i e n un-
tersucht. In diesem Zusammenhang wurde auch versucht, die Ur-
sache der U n v o l l s t ä n d i g k e i t der DNA-Synthesehemmung zu k l ä r e n . 
Der zweite Abschnitt i s t der Frage nach der z e i t l i c h e n Wirkung 
im Ze l l z y k l u s gewidmet, w ä h r e n d im d r i t t e n Abschnitt g e p r ü f t 
wurde, ob wichtige S c h l ü s s e l r e a k t i o n e n der ZellVermehrung von 
O v a l i c i n beeinflußt werden. 
- Jf -
Material 
1• M ä u s e 
B6D2 (F
1
-Generation aus C57B1/6 und DBA/2 I n z u c h t s t ä m m e n ) , weib-
l i c h e T i e r e , 2 - 1 0 Monate a l t (Bomholtgard, Ry, D ä n e m a r k ) 
2 , Z e l l i n i e n 
a) S49»1-Lymphomazellen (urs p r ü n g l i c h von Horibata und Harris 
( 1 9 7 0 ) aus einer BALB/c/St-Maus i s o l i e r t ) und der Subklon 
S 4 9 « 1 IG.3 wurden freundlicherweise von U. Gehring, Heidel-
berg zur V e r f ü g u n g g e s t e l l t . 
b) C1 . 18-(aus einer C3H-Maus, Horibata und H a r r i s , 1970) und 
RPC5«4-Myelomazellen (aus einer BALB/c-Maus) von U. Gehring 
verwendet. 
c) HeLa- und 3T6-Zellen e r h i e l t e n wir von Prof. E. Winnacker, 
M ü n c h e n . 
3. Chemikalien, Lösu n g e n und Kulturmedien 
Wenn nicht anders e r w ä h n t , wurden Chemikalien von Merck, Darm-
stadt des Reinheitsgrads p.A. verwendet. A l l e L ö s u n g e n wurden i n 
d e s t i l l i e r t e m H 2 0 angesetzt (Ausnahme: T r i c h l o r e s s i g s ä u r e l ö s u n g e n ) 
und bei Verwendung für die Z e l l k u l t u r s t e r i l f i l t r i e r t . 
a) Für die Ze l l k u l t u r e n 
BSS-Puffer (Hank's balanced s a l t S o l u t i o n ) : Hergestellt wie 
i n Weiner ( 1 9 7 6 ) beschrieben. 
Kulturmedien» 
Eagle's Minimal Medium (für Lymphozyten): Autopow MEM ohne 
L-Leucin (Nr. SF - 1 0 8 C), Sonderanfertigung von Flow Laborato-
r i e s , Bonn, angesetzt mit d e s t i l l i e r t e n Wasser nach V o r s c h r i f t 
des H e r s t e l l e r s , a u t o k l v i e r t bzw. s t e r i l f i l t r i e r t . Normalme-
dium wurde durch Zugabe von 52 mg/1 L-Leucin (Baker, 'Baker 
Grade', G r o ß - G e r a u ) erhalten. 
Dulbecco's Medium (ohne e s s e n t i e l l e A m i n o s ä u r e n ) für S 4 9 . 1 - , 
HeLa- und 3T6-Zellen wurde freundlicherweise vom A r b e i t s k r e i s 
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Winnacker, I n s t i t u t für Biochemie M ü n c h e n zur V e r f ü g u n g ge-
s t e l l t . Das Medium e n t h i e l t z u s ä t z l i c h pro 1 o . 3 S P e n i c i l l i n , 
0.1 g Streptomycin und 25 0 0 0 E Moronal (Antimykoticum)• 
T r y p s i n - L ö s u n g : 0 . 2 5 % Trypsin (Sigma, Taufkirchen) 
0 . 5 S Ä t h y l e n d i a m i n t e t r a e s s i g s ä u r e (EDTA) 
ad 1 1 PBS-d. 





Vor Gebrauch wurde Eagle's Minimal Medium (MEM), wie i n 
Weiner ( 1 9 7 6 ) beschrieben, supplementiert. Dem Medium wurde, 
wenn nicht anders e r w ä h n t , 2 . 5 % (Nr. 4 - 1 5 5 M), i n Ausnahme-
fällen (siehe Legenden) 5 % (Nr. 4 - 0 5 5 E) fötales K ä l b e r s e r u m 
(Flow Laboratories, Bonn), jeweils h i t z e i n a k t i v i e r t zuge-
s e t z t . 
ConcanavalinA (ConA) (Pharmacia, Fine Chemicals, Frankfurt): 
ConA wurde unter s t e r i l e n Bedingungen abgewogen , zu 1 mg/ml 
bzw. 200 ug/ml i n ste r i l e m BSS gelöst und für nur einen Ver-
such verwendet (Lösung nicht s t e r i l f i l t r i e r t ) . 
M e r c a p t o ä t h a n o l (Fluka, Buchs, Schweiz): i n st e r i l e m BSS 
-2 
zu einer Konzentration von 10 M bzw. 2 x 10 ^  M gel ö s t 
und nur für einen Versuch verwendet ( S t a m m l ö s u n g e n nicht 
s t e r i l f i l t r i e r t ) . 
Trypanblau (KEPEC Chemische Fabrik, Siegburg) 
Gasgemisch (Linde, M ü n c h e n ) : 10 % C0
2
, 7 % 0 2 , 83 % N2 
Folgende H e m m s t o f f s t a m m l ö s u n g e n wurden verwendet: 
O v a l i c i n (MW 296): freundlicherweise von Dr. H. P. Sigg, 
Sandoz AG, Basel zur V e r f ü g u n g g e s t e l l t . 50 ug/ml i n BSS 
bzw. 10 ug/ml für z e l l f r e i e Systeme i n Wasser bei - 2 0 ° C 
aufbewahrt (nach dem Auftauen auf gebildete K r i s t a l l e ach-
ten! ) 
Hydroxyharnstoff (MW 76; Serva, Heidelberg): 2 mg/ml BSS 
Cytosinarabinosid (MW 280; Serva, Heidelberg): 2 mM i n BSS 
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Cycloheximid (MW 281; Boehringer, Mannheim): 200 uM i n BSS 
Verrucarin A (MW 5 0 2 ; freundlicherweise von Dr. H. P. Sigg, 
Sandoz AG, Basel zur V e r f ü g u n g g e s t e l l t ) : 10 ug/ml BSS (Auf-
bewahrung bei k° C ) 
a-Amanitin:(Geschenk von Th. Wieland, Heidelberg): 167 mg/ml 
Wasser ( f r i s c h angesetzt) 
Actinomycin D (MW 1256; Sigma, Taufkirchen Grade I ) : 
100 ug/ml BSS (mit 1 % Methanol) bzw. Wasser (mit 1 % Methanol) 
Methylglyoxal-bis-( uanylhydrazon)-dichlorid-monohydrat 
(MW 275; Aldrich-Europe, N e t t e t a l ) : 18.3 ug/ml Wasser 
6 2 
Na-N ,0 -Dibutyryl-adenosin3*5'-cyclisches-monophosphat 
(MW mit 1.5 M H
2
0: 518; Sigma, Taufkirchen, Grade I I ) : 
20 mM i n BSS 
T h e o p h i l l i n (MW 180; Sigma, Taufkirchen): 40 mM i n BSS 
Die S t a m m l ö s u n g e n wurden, wenn nicht anders angegeben, bei - 2 0° C 
aufbwahrt. 
b) Radioaktive Vorstufen für die Zellmarkierung 
Die radioaktiven S t a m m l ö s u n g e n wurden nach Angaben des Her-
s t e l l e r s gelagert und von Zeit zu Zeit auf ihre Reinheit un-
t e r s u c h t . [^ H ] Thymidin (6.7 Ci/mMol) wurde maximal 6 Monate 
verwendet. Durch Zugabe der entsprechenden unmarkierten Ver-
bindungen wurden die i n den Legenden angegebenen sp e z i f i s c h e n 
R a d i o a k t i v i t ä t e n e i n g e s t e l l t . 
[ M e t h y l - \ ] Thymidin: Schwarz/Mann, Becton Dickinson, Heidel-
berg; s p e z i f i s c h e A k t i v i t ä t : 6 Ci/mMol, 1 mCi/ml 
New England Nuclear, Frankfurt; s p e z i f i s c h e A k t i v i t ä t : 
6.7 Ci/mMol, 1 mCi/ml 
[2-
1 Z f
C ] Thymidin: Amersham Buchler, Braunschweig; s p e z i f i s c h e 
A k t i v i t ä t : 0 . 0 6 2 Ci/mMol, 50 uCi/ml 
[5-^H ] ü r i d i n : Schwarz/Mann, Becton Dickinson, Heidelberg; 
s p e z i f i s c h e A k t i v i t ä t : 2 Ci/mMol, 1 mCi/ml 
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[ 2 - * c ] üridin: Schwarz/Mann, Becton Dickinson, Heidelberg; 
sp e z i f i s c h e A k t i v i t ä t : 0.058 Ci/mMol, 10 uCi/ml 
[ 4 , 5-^H] Leucin: Amersham Buchler, Braunschweig; s p e z i f i s c h e 
A k t i v i t ä t : 58 Ci/mMol, 10 mCi/ml 
[ ü - 1 / f c ] Leucin: Schwarz/Mann, Becton Dickinson, Heidelberg; 
spe z i f i s c h e A k t i v i t ä t : 0 . 5 0 9 Ci/mMol, 50 uCi/ml 
[ l - 1 * * c ] Na-Acetat: Amersham Buchler, Braunschweig; s p e z i f i -
sche A k t i v i t ä t : 0.056 Ci/mMol, 1 mCi i n 2 ml s t e r i l e m Was-
ser g e l ö s t . 
c) Für die Bestimmung der R a d i o a k t i v i t ä t im s ä u r e u n l ö s l i c h e n 
Z e l l y s a t 
%
Phosphate Buffered Saline'mit Azid ( = PBS-Azid: 
7.1 g NaCl 
1 .0 g NaN^ 
2.98 g Na
2
HP0^ • 12 H
2
0 
0 . 2 g KH
2
P0^ 
0 . 2 g KCl 
ad 1 1 H
2
0 
re s u l t i e r e n d e r pH 7 * k ) 
PBS-Puffer: s. PBS-Azid, jedoch ohne NaN^ 
Physiologische K o c h s a l z l ö s u n g : 0.85 % NaCl i n d e s t i l l i e r -
tem Wasser 
1 , 4-Bis - 2 - ( 5-phenyloxazolyl)-benzol(P0P0P), 2 , 5-Diphenyl-
oxazol (PPO), (Zinsser, Frankfurt) 
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d) Für die Elektrophorese 
Elektrodenpuffer für die Plattengele: 
3 « 0 3 g Tris-(hydroxymethyl)amino-methan 
(= T r i s ; Fluka, Buchs, Schweiz) 
1 4 . 5 2 g Glycin 
10 ml 10 % N a t r i u m d o d e c y l 6 u l f a t l ö s u n g 
(Serva, Heidelberg) 
ad 1 1 H^O; r e s u l t i e r e n d e r pH 8 . 4 
Probenpuffer: 3 g Natriumdodecylsulfat (Serva, Heidelberg) 
6 . 5 ml 1 M Tris-HCl-Puffer (pH 6 . 8 ) 
ad 95 ml H 2 0 
A n s c h l i e ß e n d wurden zugesetzt: 
10 ml 0.1 % B r o m p h e n o l b l a u l ö s u n g 
10 ml Glyzerin 
Unmittelbar vor Gebrauch wurden zu 0 . 9 5 ml 
dieser L ö s u n g 0 . 0 5 ml M e r c a p t o ä t h a n o l ge-
geben. 
Acrylamid, N,N'-Methylenbisacrylamid, N,N,N',N'-
Te t r a m e t h y l ä t h y l e n d i a m i n (TMED)}(Serva, Heidelberg) 
Dimethylaminoproprionitril (Merck^-Schuchardt, M ü n c h e n ) 
Ethidiumbromid (Calbiochem, Los Angeles, USA) 
Agarose (A 6 8 7 7 ) , (Sigma, Taufkirchen)' 
e) Für die Autoradiographie 
Du Pont Cronex 2 , X-Ray Screen F i l m , NIF 200 (13 x 18 cm)' 
Agfa-Entwickler 6150 
Agfa-Gevaert R ö n t g e n s c h n e l l f i x i e r b a d 
Für die Autoradiographie ^c ]markierter Lymphozyten: 
Mate r i a l i e n wie i n H ü n i g ( 1 9 7 3 ) b e s c h r i e b e n » 
f) Für die DNA-Synthese i n i s o l i e r t e n Kernen 
Die Testmischung ( 0 . 1 ml/Test)' wurde wie f o l g t zusammenpipe-
t i e r t : 
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0 . 0 2 ml dATP, dGTP und dCTP (Boehringer, Mannheim)-Mischung 
aus gleichen T e i l e n 7 . 5 mM, mit NaOH n e u t r a l i s i e r t e n 
S t a m m l ö s u n g e n zusammenpipettiert• 
0.01 ml ATP (50 mM), Phosphoenolpyruvat ( 125 mM), (Boehrin-
ger, Mannheim; eigene Herstellung) 
0 . 0 2 ml [^H] dTTP (New England Nuclear, F r a n k f u r t ) , s p e z i f i s c h e 
A k t i v i t ä t : 18.1 Ci/mMol; vor Verwendung wurde der 
St a m m l ö s u n g ein Aliquot entnommen, die ä t h a n o l h a l t i g e 
Lösung unter N
2
 e i n r o t i e r t , der R ü c k s t a n d i n Wasser 
aufgenommen und mit unmarkiertem dTTP (Boehringer, 
Mannheim) zu einer resultierenden spezifischen A k t i v i -
tät von 0.1 Ci/mMol (2 u C i / 0 . 0 2 ml) v e r s e t z t . 
0.01 ml Pyruvatkinase (Boehringer, Mannheim) i n HEPES-Puffer 
(s.u.), jeweils f r i s c h angesetzt. 
0 . 0 2 ml HEPES-Puffer 
380 mM HEPES (= N - 2 - H y d r o x y ä t h y l p i p e r a z i n - N * - 2 - ä t h a n -
s u l f o n s ä u r e ; Serva, Heidelberg) 
1 .25 M Saccharose ( r e i n s t , DAB 7 , Merck, Darmstadt) 
1 .0 M NaCl 
0 . 1 2 5 M MgCl
2 
0 . 1 2 5 M EGTA (= Ä t h y l e n g l y c o l - b i s - ( A - a m i n o ä t h y l ä t h e r ) -
N, N* - t e t r a e s s i g s ä u r e ) 
0.01 ml D i t h i o t h r e i t o l (Sigma, Taufkirchen); die S t a m m l ö s u n g 
( 2 0 mM) wurde jeweils f r i s c h angesetzt. 
0.01 ml H 2 0 oder O v a l i c i n l ö s u n g ( s . M a t e r i a l 3 a ) 
Wenn nicht anders angegeben, wurden die Lö s u n g e n bei - 2 0 ° C 
aufbewahrt. 
g) F ü r die Proteinsynthese an i s o l i e r t e n Ribosomen 
Wie i n Richter ( 1 9 7 7 ) beschrieben. 
h) F ü r den Ornithin- und S-Adenosylmethionin-Decarboxylase-Test 
A l l e Mischungen wurden bei - 2 0 ° C aufbewahrt. 
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Ornithin-Decarboxylase-Test (Endvoluraen: 0 . 2 5 ml): 
Folgende Mischungen wurden kurz vor Testbeginn zusammenpipet-
t i e r t : 
0.10 ml Test-Puffer pH 7»2 
25o mM G l y c y l g l y c i n (Sigma, Taufkirchen) 
0 . 5 mM Pyridoxal 5*-Phosphat (Sigma, Taufkirchen) 
10 mM D i t h i o e r y t h r i t o l (Sigma, Taufkirchen) 
0.02 ml I } L - [ l ~ 1 Z f c ] Ornithin (The Radiochemical Centre, Amer-
sham, Braunschweig), sp e z i f i s c h e A k t i v i t ä t : 
0.059 Ci/mMol; 50 uCi/ml; zur Erniedrigung der nicht-
enzymatischen K o n t r o l l a k t i v i t ä t wurde die S t a m m l ö s u n g 
im Vakuuum unter N
2
 e i n r o t i e r t und mit 10 mM HCl r e -
ko n s t i t u i e r t « Durch Zugabe des gleichen Volumens k mM 
(-)Ornithin (Sigma
f
 Taufkirchen) wurde eine spezifische 
A k t i v i t ä t von 5*6 mCi/mMol e i n g e s t e l l t . 
0.03 ml H
2
0 oder Z u s ä t z e ( s . Tab. 15) 
0.10 ml Zelle x t r a k t ( s . Methode 17a) 
S-Adenosylmsthionin-Decarboxylase-Test (Fndvoluraen: 0.2 ml): 
Folgende Mischungen wurden kurz vor Testbeginn zusammenpipet-
t i e r t : 
0.05 ml Test-Puffer pH 7#2 
k O Q mM G l y c y l g l y c i n 
20 mM D i t h i o e r y t h r i t o l 
2 mM Putrescin (Sigma, Taufkirchen), entfällt bei Pro-
ben ohne Putrescin (6. Tab. 16) 
0.02 ml S-Adenosyl-L-[carboxyl- 1 i f c] methionin (The Radiochemi-
c a l Centre, Amersham, Braunschweig), spezifische Ak-
t i v i t ä t : 0.058 Ci/mMol; 5o uCi/ml;
 Z U
r Erniedrigung 
der spezifischen A k t i v i t ä t wurde die S t a m m l ö s u n g mit 
dem vierfachen Volumen O m k k mM unmarkierten S-Adeno-
sylmethionins (Boehringer, Mannheim) versetzt ( r e s u l -
tierende spezifische A k t i v i t ä t : 0.016 Ci/mMol). 
0.03 ml H
2
0 oder Zusätze ( s . Tab. 16) 
0.10 ml Ze l l e x t r a k t ( s . Methode 17a) 
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i ) F ü r die RNA-Synthese i n i s o l i e r t e n Kernen 
Kurz vor Testbeginn wurden folgende Mischungen zusammenpipet-
t i e r t (Endvolumen: 0 . 2 5 ml): 
0 . 0 5 ml CTP, GTP, ATP (Boehringer, Mannheim) je 0 . 3 mM und 
Phosphoenolpyruvat (16 mM) i n Inkubationspuffer (2 x konz.) 
Inkubationspuffer (nach Land und S c h ä f e r , 1 9 7 7 ) : 
50 mM T r i s - H C l pH 7.k 
5 mM MgCl
2 
60 mM KCl 
1 mM D i t h i o e r y t h r i t o l 
10 % (v/v) G l y z e r i n ( r e i n s t , w a s s e r f r e i , Merck, Darm-
stadt) 
1 % (w/v) Rinderserumalbumin (Behringwerke, M ü n c h e n ) 
0.01 ml Pyruvatkinase (Boehringer, Mannheim); 20 ug / 0 . 0 1 ml 
0.01 ml [^HJUTP (Schwarz/Mann, Becton Dickinson, Heidelberg), 
spe z i f i s c h e A k t i v i t ä t : 18 Ci/mMol; 0 . 5 mCi/ml 
Zum Gebrauch wurde die ä t h a n o l h a l t i g e Staramlösung bei 
Raumtemperatur e i n r o t i e r t und mit unmarkiertem UTP 
(Boehringer, Mannheim) zu einer spezifischen A k t i v i -
tät von 1.2 Ci/mMol, 9 uCi / 1 0 u l v e r d ü n n t . 
0 . 0 3 ml H 2 0 oder Z u s ä t z e ( s . F i g . k k ) 
0 . 1 5 ml Kernsuspension ( s . Methode 1 3 a a , 19) 
4. Geräte 
a) Für die Reinigung und S t e r i l i s a t i o n 
Wie i n Weiner ( 1 9 7 6 ) beschrieben. 
b) Für den Kulturansatz 
Wie i n Weiner ( 1 9 7 6 ) beschrieben. Z u s ä t z l i c h wurden verwendet: 
Kulturflaschen ( F a l c o n - P l a s t i c s , Los Angeles, ü b e r LS-Service 
p 
bzw. Alpha-Labortechnik, M ü n c h e n bezogen), 250 ml, 75 cm 
(Nr. 3 0 2 4 ) , 25 cm
2
 (Nr. 3012 und 3 0 1 3 ) 
p 
Z ä h l k a m m e r n : ( H e l b e r , Albert und Sass), 0 . 0 2 mm T i e f e , 1 /400 mm ; 
o 
(Thoma), 0.1 mm T i e f e , 1 / 4 0 0 mm 
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CO^-Inkubator (Heraeus, Hanau) 
c) Für die Gewinnung des s ä u r e u n l ö s l i c h e n Z e l l y s a t s 
Wie i n Richter ( 1 9 7 9 ) beschrieben. Z u s ä t z l i c h wurden verwen-
det: 
G l a s f a s e r f i l t e r GF/C, 2 . 5 cm 0 (Whatman, bezogen ü b e r Vetter 
KG, Wiesloch) 
Absaugvorrichtung aus Me t a l l (New Brunswick S c i e n t i f i c , New 
Brunswick, USA) 
Branson S o n i f i e r B - 12 (Branson Sonic Power Copany, Danburg, 
USA, bezogen ü b e r Heinemann, S c h w ä b i s c h G m ü n d ) 
d) F ür die Gelelektrophorese 
Apparatur für die Rundgelelektrophorese (Feinmechanische 
Werkstatt, I n s t i t u t für Biochemie, M ü n c h e n ) 
Spannungsquelle: P h i l i p p s - G e r ä t PE 1532 ; Electrophoresis 
Power Supply, Type 264 (Chem Lab Instruments, Essex, England) 
e) Für die Autoradiographie 
R ö n t g e n f i l m b e l i c h t u n g s k a m m e r (Barthel KG, M ü n c h e n ) 
Methoden 
1 • Reinigung und S t e r i l i s a t i o n der G e r ä t e und G e f ä ß e für die 
Z e l l k u l t u r 
Wie i n V/einer ( 1 9 7 6 ) b e s c h r i e b e n » 
2 » Lagerung von F l ü s s i g m e d i u m , M e d i u m z u s ä t z e n und Serum für die 
Z e l l k u l t u r - S t e r i l i t ä t s k o n t r o l l e 
Wie i n Weiner ( 1 9 7 6 ) beschrieben; C o n A - S t a m m l ö s u n g e n wurden je-
doch immer f r i s c h angesetzt (s» M a t e r i a l 3 a ) 
3* Gewinnung der Lymphozytensuspension aus der M ä u s e m i l z 
Wie i n Richter ( 1 9 7 7 ) beschrieben. Die Milzen von maximal 3 M ä u -
sen wurden ver e i n i g t und die Z e l l e n nach Entfernung der Z e l l -
klumpen durch 5-minütige Z e n t r i f u g a t i o n ( 5 0 0 x g, C h r i s t Z e n t r i -
fuge, 4°C) gesammelt» Zur Bestimmung der Z e l l z a h l wurden die Z e l -
l e n i n 10 ml gebrauchsfertigem Kulturmedium suspendiert. 
k» Z e l l k u l t u r e n 
A l l e Operationen a u ß e r h a l b der Klimakammer, die s t e r i l e s Arbei-
ten erforderten, wurden an einer
 %
c l e a n bench' (Laminar Flow) 
d u r c h g e f ü h r t . 
a) M ä u s e l y m p h o z y t e n 
a» Testansatz i n kleinen K u l t u r r ö h r c h e n
: 
Wie i n Weiner ( 1 9 7 6 ) , jedoch ohne Vorinkubation. 
ß» Testansatz i n Kulturflaschen. 
p 
Je nach Zellbedarf wurden die Lymphozyten i n g r o ß e n ( 7 5 cm ) 
2 
oder kleinen ( 2 5 cm ) Kulturflaschen bzw. i n P e t r i s c h ä l c h e n 
s t i m u l i e r t . Das Volumen der Zellsuspension wurde so bemessen, 
daß i n a l l e n K u l t u r g e f ä ß e n das Medium c a . 6 mm hoch stand 
( P e t r i s c h ä l c h e n jedoch ca. 3 mm). 
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Kulturflasche max. Volumen des Kulturmediums 
Große Flasche liegend k 5 ml 
15 ml stehend 
Kleine Flasche 
Nr. 3 0 1 2 , ab- stehend 
g e f e i l t e Stege 
Nr. 3 0 1 3 liegend 15 ml 
4 . 5 ml 
k ml 
stehend 
3 5 ml gebrauchsfertiges Medium ( s . M a t e r i a l 3 a ) wurde mit e i -
ner 50 ml Pipette i n eine g r o ß e Kulturflasche p i p e t t i e r t und 
die Flasche mit lose aufgeschraubtem Verschluss i n der Kultur-
kammer eine Minute lang begast (Gasgemisch s.u.). Nach v o l l -
s t ä n d i g e m Gasaustausch bei Raumtemperatur (Dauer c a . 3 b; In-
dikatorfarbe: gelborange) wurde, wenn nicht anders angegeben, 
ConA (Endkonzentration: 1 ug/ml), 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkon-
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zentration: 10 M) und O v a l i c i n (Endkonzentration: 2 x 10 M) 
i n BSS bzw. ein der T o x i n l ö s u n g entsprechendes Volumen BSS zu-
gesetzt (max. BSS-Gehalt 1 .7 % des Endvolumens) und der Ver-
sach durch Zugabe von 100 x 10^ Z e l l e n i n 10 ml Medium (C°C) 
gestartet (resultierende Z e l l d i c h t e : 2 x 10^ Zellen/ml). War 
eine s p ä t e r e Ovalicinzugabe e r f o r d e r l i c h , wurde der Hemmstoff 
i n BSS (max. 0 . 5 % Volumen) bzw. die gleiche Menge BSS den 
Kulturen (Kontrollen) zugesetzt und um die Lymphozyten m ö g -
l i c h s t wenig zu s t ö r e n (s. M a t e r i a l 7 a ) , durch vo r s i c h t i g e s 
Umschwenken mit dem Medium vermischt. Die Konzentrationsan-
gaben wurden auf ein um 10 % g r ö ß e r e s Endvolumen bezogen; 
dies wurde i n der Regel erst nach Probeentnahme und Zusatz 
des Pulsmediums e r r e i c h t . Das Volumen von Medium und Z e l l s u s -
pension wurde i n k l e i n e r e n A n s ä t z e n ( s . o.) entsprechend re-
d u z i e r t . Während der Inkubation wurden die Kulturen i n einer 
durch feuchtes Haushaltspapier w a s s e r g e s ä t t i g t e n A t m o s p h ä r e 
aus 10 % C0
2
, 7 % 0
2 r
und 83 % N
2
 bei 37°C i n einer gasdich-
ten Kammer gehalten. Um durch die Z e l l i s o l i e r u n g bedingte 
Aktivierung der Lymphozyten abklingen zu lassen ( v g l . Weiner, 
1976) und d e f i n i e r t e Temperaturbedingungen für die Mitogen-
stimulation zu e r h a l t e n , wurden die Z e l l e n i n den meisten 
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Experimenten vorinkubiert• Hierzu wurden die Z e l l e n im be-
gasten Kulturmedium (2 x 10
6
/ml) rund 12 h (genaue Angaben 
s. einzelne Legenden) ohne Z u s ä t z e belassen. Dann wurden ConA* 
M e r c a p t o ä t h a n o l und gegebenenfalls Hemmstoff i n den oben bzw. 
i n den Legenden angegebenen Konzentrationen i n der Klimakam-
mer bei 3 7 ° C zugesetzt und mit temperiertem Gasgemisch wieder 
begast« Unter diesen Bedingungen s t i m u l i e r t e M i l z z e l l e n z e i -
gen rund d r e i v i e r t e l des zu gleichen Zeiten nach ConA- und Mer-
c a p t o ä t h a n o l z u g a b e gemessen [^H ] Thymidineinbaus von Z e l l e n , 
die sofort nach Isolierung - um besser vergleichen zu k ö n -
nen - ebenfalls i n auf 3 7 ° C temperiertem Kulturmedium s t i -
muliert wurden (ohne Beleg; v g l . Weiner, 1976). In a l l e n 
Experimenten mit M i l z z e l l e n beginnt der Versuch mit Zugabe 
von ConA. 
b) S49.1-Lymphomazellen ( v g l . Horibata und H a r r i s , 1970) 
Die S 4 9.1-Zellen wurden i n Dulbecco's Medium (ohne nicht-
e s s e n t i e l l e n A m i n o s ä u r e n ) mit 10 % f ö t a l e m K ä l b e r s e r u m i n 
einer feuchten A t m o s p h ä r e aus 10 % C0
2
, 7 % 0
2
 und 83 % N
2 
bei 3 7 ° C k u l t i v i e r t . Zum Aufrechterhalten der Kultur wurde 
die Zellsuspension a l l e 2 - 3 Tage 1:10 oder 1:20 mit frischem 
Medium (temperiert und begast) v e r d ü n n t . Die Experimente wur-
2 2 
den i n 25 cm oder 75 cm Falconflaschen, die 3 - 1 5 bzw. 20 -
50 ml der Zellsuspension e n t h i e l t e n , d u r c h g e f ü h r t . Um asynchro-
nes Wachstum zu e r z i e l e n , wurde die Zellsuspension s p ä t e s t e n s 
k - 18 h vor Beginn des Experiments (t = 0 ) mit frischem Medium 
auf eine Ausgangszelldichte von 0 . 1 5 - 0 . 3 x 10^ Zellen/ml 
v e r d ü n n t , so daß w ä h r e n d des Versuchs die k r i t i s c h e Z e l l d i c h -
te von 1.5 - 2.0 x 10 Zellen/ml nicht ü b e r s c h r i t t e n wurde. 
Hemmstoffe wurden i n BSS (max. A n t e i l am Kulturmedium 1 %) 
zugesetzt. 
c) 3T6- und HeLa-Zellen 
Die Zellsuspensionen wurden freundlicherweise von P. Graner, 
M. Temple und T. Reiter h e r g e s t e l l t : Die Z e l l e n wurden i n 
75 cm Falconf laschen i n 40 ml Dulbecco's Medium (ohne nicht-
e s s e n t i e l l e A m i n o s ä u r e n ) mit 10 % neugeborenes K ä l b e r s e r u m 
gezogen. Zur Gewinnung einer Zellsuspension wurde das a l t e 
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Medium abdekantiert, der Z e l l r a s e n mit einem gleichen Volu-
men PBS-d (Raumtemperatur) gewaschen und durch Inkubation 
mit 2 ml T r y p s i n l ö s u n g ( 5 min bei 25 - 37°C) vom Boden der 
Flasche abgelöst« Die Zellsuspension wurde i n ein verschließ-
bares P l a s t i k z e n t r i f u g e n r ö h r c h e n mit 1 ml Serum ( s . o.) Uber-
führt und z e n t r i f u g i e r t (Zentrifuge: Wigfug, Stockholm, Schwe-
den; 5 min., 1200 UpM). Nach dem Dekantieren des Uberstands 
wurde das Z e l l p e l l e t i n 2 ml Kulturmedium durch mehrmaliges 
Aufsaugen mit einer 5 ml Pipette suspendiert. Die Zellsuspen-
sionen wurden mit frischem Medium weiter verdünnt (HeLa 
1 : 2 5 0 ; 3T6 1 : 7 5 0 ) , i n 2 ml Portionen i n Petrischalen (35 
mm 0) a u s g e s ä t (resultierende Z e l l d i c h t e : HeLa k O %
f
 3T6 13 % 
der bei der K u l t i v i e r u n g g e w ö h n l i c h e r z i e l t e n Z e l l d i c h t e ) 
und i n einem C0
2
-Inkubator (5 % C0
2
) bei 37°C in k u b i e r t . 6 h 
(HeLa) bzw. 9 b (3T6) nach Aussaat der Zellen wurden 20 u l 
O v a l i c i n l ö s u n g (resultierende Toxinkonzentrationen s. F i g . 
7 , 8) oder BSS zugesetzt. 
5 • Vit_ali tätjsbe^^uümung 
Die eisgekühlten S 4 9«1- oder Lymphozytensuspensionen (Proben-
entnahme wie i n Methode 7a beschrieben) wurden 1 : 1 bzw. 2 : 1 
i n einem E p p e n d o r f g e f ä ß mit e i s k a l t e r T r y p a n b l a u l ö s u n g (0.3 % 
i n 0.85 % N a C l - L ö s u n g ) versetzt und die besonders bei Lympho-
zyten nach Con A-Stimulation entstehenden Zellaggregate durch 
mehrmaliges Aufsaugen mit der Pasteurpipette d i s s o z i i e r t . Die 
Gesamtzellzahl und der A n t e i l b l a u g e f ä r b t e r Z e l l e n (
%
t o t e * Z e l -
len) wurde im Phasenkontrastmikroskop bei 125-facher V e r g r ö ß e -
rung i n einer Z ä h l k a m m e r (Thoma) bestimmt. Zur Kontrolle wurden 
die morphologisch normalen Z e l l e n a u s g e z ä h l t . Im F a l l der S49.1-
Zel l e n betrug der A n t e i l v i t a l e r Z e l l e n c a . 98 % • 
6 . Mediumswechsel (Waschverfahren) 
Zur E r h ö h u n g der spezifischen R a d i o a k t i v i t ä t [ CjLeucin und 
[^H]Leucin ( v g l . F i g . 2 8 , 3 2 ) bzw. zur Entfernung von Hemmstof-
fen ( v g l . F i g . 2 5 , 2 6 ) mußte das Kulturmedium gewechselt werden. 
A l l e dazu erford e r l i c h e n Manipulationen erfolgten bei 37°C i n 
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der Klimakammer. Die b e n ö t i g t e n K u l t u r g e f ä ß e und Medien (ggf. 
mit Z u s ä t z e n wie Hemmstoffen und radioaktiven V o r l ä u f e r n ) wur-
den 1 - 2 Stunden vor. Gebrauch temperiert und begast. Zur Ernie-
drigung der Leucinkonzentration im Medium wurde den Z e l l k u l t u r -
flaschen je 2 x 0 . 9 ml Zellsuspension entnommen ( s . Methode 7 a ) , 
2 ml Kulturmedium (mit 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l , jedoch ohne Leucin) 
zugesetzt (nur i n dem i n F i g . 28 d a r g e s t e l l t e n Versuch) und 5 -
10 min lang bei 1^0 x g (Hettich-Rotixa-Laborzentrifuge: 1000 
UpM)in kleinen K u l t u r r ö h r c h e n z e n t r i f u g i e r t . Die V e r s c h l u ß k a p p e n 
der R ö h r c h e n waren dabei fest a n g e d r ü c k t , um raschen Gasaustausch 
und damit A l k a l i s i e r u n g des Mediums zu vermeiden. Der Uberstand 
wurde mit einer g l e i c h m ä ß i g e n , z ü g i g e n Bewegung dekantiert und 
der l e t z t e Tropfen Mediums a b g e s c h ü t t e l t . Unter diesen Bedingun-
gen blieben 0.1 ml Medium am R ö h r c h e n haften (Bestimmung der spe-
z i f i s c h e n R a d i o a k t i v i t ä t von [ 1 Z f c]- und [^H]Leucin s. Methode 7 b ) . 
Sofort a n s c h l i e ß e n d wurden die Z e l l e n mit 2 ml komplettem Medium 
(mit a l l e n Z u s ä t z e n wie vor dem Waschvorgang, jedoch ohne Leucin) 
mit oder ohne O v a l i c i n gewaschen (Zentrifugation s.o.; nur i n 
dem i n F i g . 32 dargestellten Versuch) und rasch 1 ml komplet-
tes Medium (mit a l l e n Z u s ä t z e n wie vor dem Waschvorgang, jedoch 
ohne Leucin) mit radioaktiv markiertem Leucin zugesetzt. 
Zum Auswaschen von Hemmstoffen aus Sk9»1-Zellkulturen wurde die 
aufgewirbelte Zellsuspension v o l l s t ä n d i g i n 50 ml P l a s t i k r ö h r -
chen mit Deckel ü b e r f ü h r t und wie oben z e n t r i f u g i e r t . Nach Ab-
giesen des Uberstands wurde das Z e l l p e l l e t im gleichen Volumen 
frischen Mediums (gegebenenfalls mit O v a l i c i n s. F i g . 25) resus-
pendiert, erneut wie oben z e n t r i f u g i e r t und im gleichen Volumen 
frischen Mediums ohne Hemmstoff i n neuen Kulturflaschen i n k u b i e r t . 
7* Markierung der Z e l l e n mit radioaktiven Vorstufen 
A l l e Geräte und Medien wurden r e c h t z e i t i g ( s . Methode 6) tempe-
r i e r t und/oder begast. A l l e Operationen e r f o l g t e n , wenn nicht 
anders vermerkt, bei 37°C i n der Klimakammer. 
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a) Probenentnahme 
Zur Bestimmung des Einbaus von ["^H]- oder [* ^ c ] -markierten 
Leucin, Thymidin oder ü r i d i n i n Zellen bzw. s ä u r e u n l ö s l i c h e s 
Z e l l y s a t wurden die Lymphozyten bzw. S 4 9 » 1 - Z e l l e n zu den i n 
den einzelnen Figuren angegebenen Zeiten durch fünfmaliges 
Umschwenken suspendiert, je Kulturflasche 2 x 0 . 9 ml (Tab. 19 
und F i g . 23 nur 1 x 0 . 9 ml) der Zellsuspension mit einer 
2 ml Pipette entnommen und i n kleine K u l t u r r ö h r c h e n ü b e r -
führt (zum Problem der Zellrasenbildung bei Lymphozyten s. 
Anhang). Bei der M e ß u n g von Einbaukinetiken mußte die Ent-
nahme mehrmals wiederholt werden. Auf diese Weise konnte bis 
zu 50 % der Lymphozytensuspension entnommen werden, ohne das 
Zellwachstum s i g n i f i k a n t zu v e r ä n d e r n ( v g l . dazu Tab. 6 ) . 
Weder der Zeitpunkt der Probenentnahme oder Pufferzugabe ( v g l . 
Fig« 29., 3 1 , 41 ) , noch ihre H ä u f i g k e i t b e e i n t r ä c h t i g e n die 
ZelistimulatioTi -(ohne Beleg) oder P r o l i f e r a t i o n ( v g l . F i g . 2 6 ) . 
b) E r h ö h u n g der spezifischen R a d i o a k t i v i t ä t von p H ] und [1 c] 
Leucin durch Erniedrigung des Leucingehalts des Mediums 
Da der hohe Gehalt an »kaltem
1
 Leucin im normalen Kulturme-
dium (52 mg/1) wegen der daraus resultierenden geringen 
spezifischen R a d i o a k t i v i t ä t von [^H] oder [ 1 / f c ] Leucin eine 
starke Markierung der Proteine verhinderte, wurde der Leucin-
gehalt des Mediums entweder durch Waschen der Zellen mit Leu-
cin-freiem Medium erniedrigt ( s . F i g . 2 8 , 3 2 ; v g l . Methode 6) 
oder die Z e l l e n wurden von vornherein im Medium mit geringem 
Leucingehalt (meist 22 % des Normalgehalts) k u l t i v i e r t . Für 
die Berechnung der resultierenden spezifischen R a d i o a k t i v i t ä t 
wurde angenommen, daß das für das Kulturmedium benötigte 
fötale K ä l b e r s e r u m wie humanes Plasma 10 ug Leucin pro ml ent-
hält (Dickinson et a l . , 1 9 6 5 ) « Bei einem Serumanteil von 2 , 5 
bzw. 5 % ißt dann i n Leucin-freiem Medium nur noch 0 . 5 bzw. 
1 % der normalen Leucinkonzentration enthalten. Der Mangel an 
Leucin hat zumindest i n den ersten Stunden nach Con A-Zusatz 
( s . Tab. 14) bzw. zwischen der 3 6 . und 4 4 » Stunde nach Stimu-
l a t i o n keinen Einfluß auf den Thymidineinbau von Lymphozyten 
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(Richter, 1 9 7 ? ) » Bei einem Leucingehalt von 22 % der Normal-, 
konzentration kann man Con A-stimulierte Lymphozyten sogar 
mindestens 30 Stunden k u l t i v i e r e n , ohne daß die P r o l i f e r a t i o n , 
gemessen am Thymidineinbau, s i g n i f i k a n t b e e i n t r ä c h t i g t wird 
(Tab. 1 ) . 
c) Zugabe der radioaktiven Vorstufen 
Zur Bestimmung des Thymidin-, U r i d i n - und Leucin-Einbaus wur-
den die entsprechenden [^H] oder [ 1 ^c]markierten Verbindungen 
i n 0 . 0 5 oder 0.1 ml des jeweiligen Mediums (ohne:Mitogen, 
2 - M e r c a p t o ä t h a n o l und Hemmstoff) den Zellsuspensionen i n den 
K u l t u r r ö h r c h e n oder P e t r i s c h ä l c h e n zugesetzt. Wenn bei der 
Proteinmarkierung das Leucin-haltige Medium durch Leucin-
f r e i e s Pulsmedium ersetzt wurde, enhielt das Pulsmedium je-
doch die u r s p r ü n g l i c h e Konzentration an Mitogen, 2-Mercapto-
ä t h a n o l und O v a l i c i n . Die Pulsmedien wurden bei 4°C aufbe-
wahrt und r e c h t z e i t i g begast und temperiert ( s . Methode 6 ) . 
S o l l t e n Zellen i n g r ö ß e r e n Volumina radioaktiv markiert wer-
den, wurden die radioaktiven V o r l ä u f e r nach dem E i n s t e l l e n 
der spezifischen R a d i o a k t i v i t ä t mit der entsprechenden un-
markierten Verbindung direkt ohne Medium zugesetzt. Nach En-
de des Pulses wurden die A n s ä t z e im Eisbad unter Umschwenken 
rasch a b e k ü h l t , das s ä u r e u n l ö s l i c h e Z e l l y s a t gewonnen ( s . Me-
thode 8 ) oder die Zellen vom radioaktiven Medium freigewaschen. 
8. Gewinnung des s ä u r e u n l ö s l i c h e n Z e l l - bzw. Kernlysats 
a) Bestimmung des Thymidin- und Uridineinbaus 
Testansatz i n K u l t u r r ö h r c h e n (Lymphozyten und S49« 1-Zellen) 
a . Sammlung des s ä u r e u n l ö s l i c h e n Z e l l y s a t s auf Membranfiltern 
Wie i n Richter ( 1977) beschrieben. 
ß . Sammlung des s ä u r e u n l ö s l i c h e n Z e l l y s a t s auf G l a s f a s e r f i l t e r n 
( i n Anlehnung an Ahern et a l . , 1976) 
A l l e Lösungen wurden auf 0°C im Eisbad a b g e k ü h l t . Die Z e l l e n 
wurden mit einer Pasteurpipette aufgewirbelt und auf ein 
mit physiologischer Kochsalzlösung: angefeuchtetes Glasfaser-
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Tab. 1 Stimulation von Lymphozyten durch Con A bei niedrigem 
Leucingehalt 
Lymphozyten wurden wie i n F i g . 25 beschrieben s t i m u l i e r t , 
jedoch e n t h i e l t das Kulturmedium unterschiedliche Leucin-
konzentrationen. 30 h nach Mitogenzugabe wurde der PH] 
Thymidineinbau (1 uCi/ml; s p e z i f i s c h e R a d i o a k t i v i t ä t : 
0 . 5 Ci/mMol) w ä h r e n d 1 h bestimmt (Methode 7 a , c; 8 a ß , 1 0 a ) . 
Leucingehalt [-^ H] Thymidineinbau 
(52 mg/1 = 100 %) (IpM) 
22 % 9411 + 75 
38 % 9106 + 223 
62 % 9193 + 82 
100 % 10187 + 79 
f i l t e r gebracht, das i n eine Absaugvorrichtung aus Metall 
eingespannt war. Dabei und auch im Folgenden wurde kontinu-
i e r l i c h abgesaugt. Im R ö h r c h e n verbliebene Z e l l e n wurden mit 
2 ml physiologischer K o c h s a l z l ö s u n g auf das F i l t e r ü b e r f ü h r t , 
mit 10 ml physiologischer K o c h s a l z l ö s u n g gewaschen, mit 10 ml 
5 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e l y s i e r t und mit 10 ml Methanol nach-
g e s p ü l t (zur Bestimmung der filtergebundenen R a d i o a k t i v i t ä t 
s. Methode 10a). 
Testansatz im P e t r i s c h ä l c h e n (3T6- und HeLa-Zellen) 
Das radioaktive Medium wurde nach Ende des Thymidinpulses mit 
einer Pasteurpipette abgesaugt (Wasserstrahlpumpe, Saugflasche) 
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und der Zellra s e n 2 mal mit 2 ml eiskaltem PBS-Azid ( s . Mate-
r i a l 3 c ) gewaschen. Nach m ö g l i c h s t q u a n t i t a t i v e r Entfernung 
des Waschpuffers wurden die Ze l l e n bis zur Aufarbeitung bei 
- 20°C aufgehoben. Lyse der Ze l l e n e r f o l g t e durch Zugabe von 
1 ml 0 . 3 N NaOH und Inkubation bei 37°C für 30 Minuten. Zur 
Erniedrigung der Viskosität des Z e l l y s a t s wurden die Proben 
2 mal 3 Sekunden mit U l t r a s c h a l l behandelt (Branson S o n i f i e r : 
Normalspitze, Stufe 3 ) . 0 . 5 ml des Homogenates wurden i n k l e i -
nen Z e n t r i f u g e n g l ä s c h e n mit 2 ml 10 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e (0°C) 
ve r s e t z t , eine Stunde auf E i s g e s t e l l t und das s ä u r e u n l ö s l i c h e 
M a t e r i a l , wie unter Methode 8b beschrieben, a b f i l t r i e r t und 
gewaschen. 
b) Bestimmung des Leucineinbaus 
( i n Anlehnung an Waithe et a l . , 1971) 
a. Sammlung des sä u r e u n l ö s l i c h e n Z e l l y s a t s auf Membranfiltern 
Wie i n Richter ( 1977) beschrieben. 
ß . Sammlung des sä u r e u n l ö s l i c h e n Z e l l y s a t s auf G l a s f a s e r f i l t e r n 
Das » h e i ß e
1
 Medium wurde a b z e n t r i f u g i e r t ( C h r i s t z e n t r i f u g e : 
10 min, 2000 UpM, k°C) und die Ze l l e n mit 2 ml e i s k a l t e r 
P B S - A z i d - L ö s u n g (Material 3 c ) gewaschen. Nach dem Dekantie-
ren des Waschpuffers (an dieser S t e l l e konnten die Ze l l e n b i s 
zur weiteren Aufarbeitung bei - 20°C eingefroren werden) wur-
den 0 . 2 ml 1 N NaOH zugesetzt und 10 Minuten bei 56°C i n k u b i e r t . 
A n s c h l i e ß e n d wurden 2 ml e i s k a l t e 10 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e 
(+ 130 mg L-Leucin/1) zugegeben und das Prä z i p i t a t 1 Stunde 
bei /f°C aufbewahrt. Danach wurde der Niederschlag aufgewir-
belt (Cenko-Mix) und durch ein mit 5% T r i c h l o r e s s i g s ä u r e be-
feuchtetes G l a s f a s e r f i l t e r abgesaugt, Reste des P r ä z i p i t a t s 
mit 2 ml Tric h l o r e s s i g s ä u r e (+ 130 mg L-Leucin/1) übe r f ü h r t 
und mit 10 ml T r i c h l o r e s s i g s ä u r e / L e u c i n (s.o.) und 10 ml-
Methanol gewaschen. 
c) Bestimmung des dTTP-Einbaus i n Kerne 
Die eisgekühlte Probe wurde mit 0 . 2 ml 0 . 2 M Natriumpyrophos-
phatlösung und 1 ml 15 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e versetzt und der 
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Niederschlag durch Z e n t r i f u g a t i o n gesammelt ( C h r i s t z e n t r i -
fuge: 15 min, 3000 UpM, R a u m t e m p e r a t u r ) » Nach dem Dekantieren 
wurde der Niederschlag i n 0 . 5 ml 0 . 3 N NaOH ü b e r Nacht bei 
37°C gelöst und a n s c h l i e ß e n d durch Zugabe von 3 ml e i s k a l t e r 
15 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e erneut a u s g e f ä l l t . Der Niederschlag 
wurde auf einem G l a s f a s e r f i l t e r gesammmelt, Reste mit 2 ml 
5 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e (0°C) auf das F i l t e r gebracht und mit 
3 ml 5 % T r i c h l o r e s s s i g s ä u r e (0°C) gewaschen. 
d) Bestimmung des UTP-Einbaus i n Kerne 
A l l e L ö s u n g e n waren auf 0°C temperiert. Nach Ende der Inku-
bation wurden die Proben auf E i s g e s t e l l t , und der Einbau von 
[^H]ÜTP durch Zugabe von 1 ml Puffer nach Land und S c h ä f e r 
0 9 7 7 X 3 0 mM T r i s - H C l , 5 mM Mg-acetat, 120 mM K C l , 7 mM 2-Mer-
c a p t o ä t h a n o l , pH 7 » 5 ) und 2 ml 10 % T r i c h l o s e s s i g s ä u r e gestoppt. 
Nach 1 Stunde bei 0°C wurde der Niederschlag auf einem Glasfa-
s e r f i l t e r gesammelt, das G l ä s c h e n mit 2 ml 5 % T r i c h l o r e s s i g -
säure nachgespült und das F i l t e r 3 mal mit 10 ml T r i c h l o r e s s i g -
säure (5 % ) und einmal mit 10 ml Methanol gewaschen. 
Zur Bestimmung der N u l l - Z e i t k o n t r o l l e n bei den Methoden 8a -
8d wurden Aliquots der Kern- bzw. Zellsuspensionen (0°C) mit 
e i s g e k ü h l t e m Medium oder Testmischung versetzt und wie die 
M e ß p r o b e n aufgearbeitet. 
9. Dodecylsulfat-Polyacrylamidgel-Elektrophoresen 
a) Zur Analyse von Proteinen 
a . Probenvorbereitung 
A l l e Manipulatonen wurden, wenn nicht anders angegeben, bei 
0 - k°C d u r c h g e f ü h r t . 
Lysat ganzer Z e l l e n 
Die f 1 \ l ] Leucin-markierten Zellen wurden mit einer Pasteur-
pipette i n spitze Z e n t r i f u g e n g l ä s e r ü b e r f ü h r t , die R ö h r c h e n 
mit 1 ml physiologischer K o c h s a l z l ö s u n g n a c h g e s p ü l t und zen-
trifugiert (ChristZentrifuge: 10 .min, 2 0 0 0 UpM). Nach v o l l -
s t ä ndigem Dekantieren wurde das P e l l e t mit 10 ml physiologi-
scher K o c h s a l z l ö s u n g gewaschen. Die nach dem Dekantieren 
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verbleibende F l ü s s i g k e i t s r e s t e wurden mit Haushaltspapier 
entfernt und die Z e l l e n bei - 20°C aufbewahrt. Zur Lyse wur-
den die Proben mit 40 u l M e r c a p t o ä t h a n o l haltigem Probenpuf-
fer ( s . Material 3 d ) versetzt und 10 Minuten bei Raumtempera-
tur g e r ü h r t . Nach Zusatz einer Mikrospatelspitze S a c b h a r ö s e 
wurden 20 u l je Gellaufstrecke aufgetragen. Dies entsprach 
u n g e f ä h r den Lyseprodukten von 1 x 1 0 ^ b e i Kulturbeginn i n 
die Flaschen e i n g e s ä t e n Lymphozyten. 
Kernlysat 
Nach dem Auftauen im Eisbad wurden die Kerne (Isolierung s. 
Methode 1 3 a ß ) mit Probenpuffer ( s . M a t e r i a l 3 d ) versetzt und 
die Lyse durch 3 - 1 0 minutiges E r h i t z e n auf 100°C v e r v o l l -
s t ä n d i g t . Es wurden pro Laufstrecke die Lyseprodukte von c a . 
3 x 10^ Lymphozyten (bezogen auf die zu Versuchsbeginn ei n -
gesetzte Zellmenge) i n 20 u l aufgetragen. 
K e r n l y s a t ü b e r s t a n d 
Der K e r n l y s a t ü b e r s t a n d (Isolierung s. Methode 1 3 a ß ) wurde auf-
getaut und nach Bendsadoun und Weinstein ( 1 9 7 6 ) das Protein 
a u s g e f ä l l t . Dazu wurde zu 1 ml der v e r d ü n n t e n P r o t e i n l ö s u n g 
0 . 2 ml Wasser und 10 u l 2 % Natriumdesoxycholat p i p e t t i e r t . 
Nach 15 Minuten bei 0°C wurden 0 . 5 ml 24 % T r i c h l o r e s s i g s ä u -
re zugesetzt und der Niederschlag a b z e n t r i f u g i e r t (Labofuge: 
30 min, 4000 UpM, Raumtemperatur). Der Niederschlag wurde 
nach Neutralisierung der verbliebenen T r i c h l o r e s s i g s ä u r e mit 
5 u l 1 N NaOH i n 50 u l Probenpuffer ( s . M a t e r i a l 3 d ) gelöst 
und pro Laufstrecke die Lyseprodukte von c a . 4 x 10^ Lympho-
zyten i n 20 ]xl aufgetragen. 
ß.Herstellung der Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Plattengele 
Die Natriumdodecylsulfat-Gele i n Anlehnung an Laemmli ( 1 9 7 0 ) 
wurden i n einer Apparatur und nach Angaben der Fa. Holzel 
(Dorfen, Obb.) d u r c h g e f ü h r t . Es wurden Gele mit konstantem 
Acrylamidgehalt (10 %: s. F i g . 3 0 ) und mit linearem Acrylamid-
konzentrationsgradienten ( 5 - 1 5 %: s« F i g . 32) verwendet. 
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Zusammensetzung der Gele: 
1) Gele mit konstanter Acrylamidkonzentration 
Trenngel: 0 . 3 7 5 M Tris-HCl pH 8 . 8 
0.1 % Natriumdodecylsulfat 
10 % Acrylamid (Acrylamid : N,N'-Methylenfeis-
acrylamid = 30 : 0.8) 








0 . 0 5 % (v/v) TEMED 
Sammelgel: 0.124 M Tr i s - H C l pH 6 . 8 
0.1 % Natriumdodecylsulfat 
3 % Acrylamid (Acrylamid : N,N*-Methylenbis-
acrylamid = 30 : 0 . 8 ) 






0 . 0 5 % (v/v) TEMED 
2) Gele mit linearem Acrylamidkonzentrationsgradienten 
Trenngel: Wie unter 1) beschrieben, jedoch mit 5 - 15 % 








, 0.075 - 0.025 TEMED 
Sammelgel: s. 1) 
y. Auftrennung der Proteine 
Die Auftrennung der Proteine erfolgte im Gel mit konstanter 
Acrylamidkonzentration für 1 .5 Stunden bei 150 V (19 mA) und 
3 . 5 Stunden bei 250 V (25 mA) bei 4°C, im Gradientengel für 
16 Stunden bei 60 V und Raumtemperatur. 
b) Zur Analyse von RNA 
Die Analyse von RNA wurde i n Anlehnung an Loening ( 1 9 6 7 ) , 
Peacock und Dingman ( 1 9 6 8 ) und Shaaya ( 1 9 7 6 ) d u r c h g e f ü h r t . 
a . Probenvorbereitung 
Das RNA-Pellet von u r s p r ü n g l i c h 50 x 10^ e i n g e s ä t e n Z e l l e n 
wurde bei 0°C i n 0.1 ml Elektrophoresepuffer (Shaaya ( 1 9 7 6 ) : 
36 mM T r i s , 34 mM NaH
2
P0^, 1 mM N a - Ä t h y l e n d i a m i n - t e t r a e s s i g -
s ä u r e , 0.2 % Na-Dodecylsulfat) gelöst und bei - 20°C aufbewahrt. 
Für die Elektrophorese wurden 50 u l ( F i g . 42) bzw. 80 u l 
( F i g . 4 3 ) der aufgetauten R N A - L ö s u n g i n einem E p p e n d o r f g e f a ß 
mit 10 % Saccharose (RNasefrei, Merck, Darmstadt) und einigen 
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K r i s t a l l e n Bromphenolblau v e r s e t z t , 2 - 4 Minuten bei 100°C 
i n k u b i e r t , rasch auf 0°C ab g e k ü h l t und mit einer Hamilton-
s p r i t z e unterschichtend auf 'Polyacrylamid-Rundgelen aufge-
tragen. Zur Bestimmung des Molekulargewichts wurden 0.1 -
Q.2 ml einer gleichbehandelten L ö s u n g von 23 S und 16 S rRNA 
aus E. c o l i und 4 S RNA aus Bierhefe (beide Boehringer, Mann-
heim) i n Elektrophoresepuffer (je 0*33 mg/ml) auf P a r a l l e l g e -
l e a u f g e s e t z t . 
ßm Herstellung der Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Rundgele 
Die Gele für die Auftrennung der RNA-Spezies nach dem Mole-
kulargewicht wurden i n Anlehnung an Peacock und Dingman ( 1 9 6 8 ) 
h e r g e s t e l l t . 





1 mM N a - Ä t h y l e n d i a m i n - t e t r a e s s i g -
säure (EDTA) 
0 . 2 % (w/v) Na-Dodecylsulfat 
2 . 2 % Acrylamid (Acrylamid ': N,N*-
Methylenbisacrylamid = 20 ': 1 
( F i g . 4 2 d ) bzw. 4 8 : 1 ( F i g . 
4 2 c , 4 3 ) 
0 . 5 % Agarose 
0 . 4 % (v/v) Dimethylaminopropionitril 




S 2 0 ö 
Die Agarose diente zur mechanischen S t a b i l i s i e r u n g der Gele 
mit niedrigem Acrylamidgehalt ( v g l . Peacock und Dingman, 1 9 6 8 ) . 
Zur Herstellung der Gele wurde 0.1 g Agarose i n 8 ml 2 x kon-
zentriertem Elektrophoresepuffer ( s . Methode 9 b ) durch 15 mi-
nutiges Erhitzen auf 100°C g e l ö s t , die L ö s u n g auf 45°C abge-
k ü h l t und mit 5 . 2 5 ml der auf 45°C e r w ä r m t e n L ö s u n g A (4 ml 
2 x konzentrierter Elektrophoresepuffer ( s . Methode 9 b ) , 4 ml 
A c r y l a m i d l ö s u n g ( » 4 8 : 1» = 2 1 . 5 5 S Acrylamid, 0 . 4 5 g N,N*-
Methylenbisacrylaraidr »20 : 1» = 2 0 . 9 g Acrylamid, 1.1 g 
N,N*-Methylenbisacrylamid ad 100 ml Wasser), 2 . 5 ml 6 . 4 % 
Dimethylaminopropionitril) vermischt. Nach Zusatz von 0 . 6 2 5 ml 
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A m m o n i u m p e r o x o d i s u l f a t - L ö s u n g (I6mg/ml) wurde die Lösung 
rasch mit einer temperierten Pipette i n 1Z* cm lange Glas-
r ö h r c h e n (Durchmesser 0 . 5 cm) g e f ü l l t , die mit einer Dialyse-
membran und Gummiring am unteren Ende verschlossen waren und 
i n einem Reagensglas mit 1 ml Elektrodenpuffer ( s . Methode 9b) 
standen. A n s c h l i e ß e n d wurde das noch flüssige Gel v o r s i c h t i g 
mit V/asser ü b e r s c h i c h t e t . Nach Erstarren und Polymerisation 
des Gels wurde das obere Ende für den Probenauftrag mit einer 
Rasierklinge g l a t t abgeschnitten. 
y * Auftrennen der RNA-Spezies 
Vor Auftrennung der RNA wurden die Gele zur Entfernung von 
ü b e r s c h ü s s i g e m Ammoniumperoxodisulfat ca. 0 . 5 Stunden bei 
50 V v o r e l e k t r o p h o r e t i s i e r t • Die RNA wurde dann durch Elek-
trophorese im K ü h l r a u m (4°C) bei 35 V ( 0 . 5 h) und a n s c h l i e ß e n d 
bei 65 V / 5 mA pro R ö h r c h e n ( 4 » 5 h) getrennt. Der u r s p r ü n g l i c h 
auf Raumtemperatur gebrachte Elektrophoresepuffer ( s . Methode 
9b) k ü h l t e sich bis zum Ende der Trennung auf ? - 8°C ab, oh-
ne daß Na-Dodecylsulfat a u s k r i s t a l l i s i e r t e . Elektrophorese-
puffer und Gele enthielten 3 mg/1 Ethidiurabromid, um die Mar-
ker RNA im UV-Licht sichtbar machen zu k ö n n e n . Nach Ende der 
Elektrophorese wurden die Gele mit den RNA-Markern mehrere 
Stunden i n Wasser (4°C) entf ä r b t und die Wanderungsstrecken 
r e l a t i v zur Bromphenolblaufront unter dem UV-Licht bestimmt. 
Diese so ermittelten R^-Werte wurden gegen den Logarithmus 
der Molekulargewichte aufgetragen ( F i g . 1 ) . Mit H i l f e der so 
erhaltenen Eichgeraden konnten nach Umrechnung der Molekular-
gewichte nach einer Formel von S p i r i n ( 1 9 6 3 ) : Molekularge-
p i 
wicht = 1550 x S
 -
 den radioaktiv markierten RNA-Spezies 
a n g e n ä h e r t e S-Werte zugeordnet werden ( s . Tab. 18). 
. Scintillationsmessung 
) Filtergebundene R a d i o a k t i v i t ä t 
Die mit radio a k t i v markiertem Material beladenen F i l t e r (Be-
ladung s. Methode 8) wurden auf den Boden von Z ä h l g l ä s c h e n 
gelegt, 1 Stunde unter R o t l i c h t getrocknet, mit 10 ml T c l u o l -
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F i g . 1 Eichkurve für die Molekulargewichtsbestimmung von RNA 
i n Polyacylamidgelen 
16, 23 S rRNA (E. c o l i ) und k S RNA (Bierhefe) wurden i n Dode-
cylsulfat-Polyacrylamid-Rundgelen mit einem Acrylamid : N,N*-
M e t h y l e n b i s a c r y l a m i d - V e r h ä l t n i s von 1 : 20 (•) bzw. 1 : k & (O) 
elektrophoretisch aufgetrennt (Methode 9 b ) . Die Wanderungs-
strecken wurden r e l a t i v zur Bromphenolblaubande angegeben. 
Molekulargewichte (nach Lehrach et a l . , 1 9 7 7 ) : 
23 S = 1 .2 x 10*? 
16 S = 3 . 5 x 10? 
h S = 2 . 5 x 10^ 
Z ä h l f l ü s s i g k e i t (k g 2 , 5-Diphenyloxazol und 1 , 4 - B i s - 2 - ( 5 -
phenyloxazolyl)-benzol (50 mg)/l Toluol) bedeckt und ihre 
R a d i o a k t i v i t ä t durch 10 minutiges Z ä h l e n im S c i n t i l l a t i o n s -
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Z ä h l e r (Isocap 3 0 0 , Searle, Nuclear Chicago; Mark I I , Searle, 
Nuclear Chicago) bestimmt. 
Um folgende Null-Zeit-Kontrollwerte (Bestimmung s. Methode 8d) 
wurden die M e ß w e r t e k o r r i g i e r t : 
p H ] Thymidin: 800 IpM (Membranfilter; 1 uCi/mlj 6 . 7 Ci/mMol) 
57 IpM ( G l a s f a s e r f i l t e r ; 1 uCi/ml, 0 . 5 Ci/mMol) 
pH J U r i d i n : 53 IpM ( G l a s f a s e r f i l t e r ; 1 uCi/ml, 0 . 2 -
2 . 0 Ci/mMol) 
[^H] Leucin: 160 IpM (Membranfilter; 5 uCi/ml) 
120 IpM ( G l a s f a s e r f i l t e r ; 5 uCi/ml) 
Tab. 2 A l k a l i l a b i l i t ä t des PH]Uridin-inkorporierenden Z e l l -
l y s a t s s t i m u l i e r t e r Lymphozyten 
G l a s f a s e r f i l t e r mit p H ] U r i d i n markiertem Material (das Mate-
r i a l stammte aus dem i n F i g . 38 dargestellten Versuch) wurden 
nach Bestimmung der R a d i o a k t i v i t ä t im S c i n t i l l a t i o n s z ä h l e r 
getrocknet und i n frischen S c i n t i l l a t i o n s g l ä s c h e n mit 0 . 5 ml 
0 . 5 N NaOH für 3 fr bei 37°C i n k u b i e r t . Nach Entnahme des F i l -
ters wurden 0 . 1 2 5 mg DNA zugesetzt, die am F i l t e r haftende 
Flüs s i g k e i t mit 2 ml 10 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e i n das S c i n t i l -
l a t i o n s g l ä s c h e n gespült und die In k u b a t i o n s f l ü s s i g k e i t erneut 
durch das F i l t e r gesaugt« Das F i l t e r wurde mit jeweils 10 ml 
10 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e und Methanol nachgewaschen una die 
filtergebundene R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt (Methode 1 0 a ) . 








Lymphozyten 55 976 + 1715 1 053 + 207 
O v a l i c i n
7 
(2 x 10""' M) 
gehemmter 
Lymphozyten 
45 531 + 89 458 + 58 
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Das PH] U r i d i n markierte, s ä u r e u n l ö s l i c h e Z e l l y s a t ungehemm-
ter und O v a l i c i n gehemmter Z e l l e n war zu über 98 % a l k a l i l a b i l 
und somit zum g r ö ß t e n T e i l RNA (Tab. 2 ) . 
F i g . 2 DNase-Behandlung von rHJ Thymidin-markiertem Chromatin 
Con A-stimu 1ierter Lymphozyten 
n 
Lymphozyten mit und ohne O v a l i c i n (2 x 10 M) wurden wie i n 
.-ig. 40 beschrieben mit Con A s t i m u l i e r t und 30 h nach Mito-
genzugabe mit 15 uCi pH] Thymidin (1 h; 1 uCi/ml, 0 . 5 Ci/mMol) 
markiert (Methode 7 c ) . Das Chromatin wurde i s o l i e r t (Methode 
1 3 b ) , unterschiedlich lang mit DNase behandelt (Methode 20) 
und die verbleibende s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt 
(Methode 2 0 ) . 
O - O v a l i c i n _ 
• + O v a l i c i n (2 x 10*"' M) 
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Zur Analyse des [ HjThymidin-inkorporierenden Materials wur-
de aus markierten ungehemmten und O v a l i c i n gehemmten Lympho-
zyten Chromatin i s o l i e r t (Methode 1 3 b ) , beschallt und mit 
pankreatischer DNase I (Boehringer Mannheim) behandelt (Me-
thode 2 0 ) . In beiden F ä l l e n wurden mindestens 83 % der Radio-
a k t i v i t ä t s ä u r e l ö s l i c h ( F i g . 2 ) und somit u r s p r ü n g l i c h d e f i -
n i t i o n s g e m ä ß i n DNA eingebaut. 
b) Bestimmung der R a d i o a k t i v i t ä t i n Polyacrylamidgelen 
Zur Bestimmung der R a d i o a k t i v i t ä t i n Polyacryamid-Plattenge-
len wurde die Laufstrecke ( 1 x 8 cm) ausgestanzt und mit e i -
nem automatischen Gelschneider (Feinmechanische Werkstatt, 
I n s t i t u t für Physiologische Chemie, M ü n c h e n ) i n 1 mm breite 
Stücke zerschnitten ( unter der freundlichen M i t h i l f e von 
Richard Zimmermann, I n s t i t u t für Physiologische Chemie, M ü n -
chen). Rundgele wurden ebenf a l l s mit einem Gelschneider 
(Feinmechanische Werkstatt, I n s t i t u t für Biochemie, M ü n c h e n ) 
i n 1 mm breite Scheibchen zersch n i t t e n . Die G e l s t ü c k e wurden 
mit einem Mikrospatel i n Z ä h l g l ä s c h e n ü b e r f ü h r t , mit 0 . 2 3 
bzw. 0 . 5 ml Soluene 330 (Packard Instrument Comp., Warren-
v i l l e , USA) versetzt und ü b e r Nacht bei Raumtemperatur auf 
einer Wippe i n k u b i e r t . Zur V e r v o l l s t ä n d i g u n g des Quellvor-
gangs wurden die Proben noch 0 . 5 - 2 Stunden bei 50°C gehal-
ten, nach dem A b k ü h l e n mit 8 ml T o l u o l z ä h l f l ü s s i g k e i t ( s . 
Methode 10a) versetzt und nach m e h r s t ü n d i g e m Ä q u i l i b r i e r e n 
im Dunkeln (4°C) zum Abklingen der Lumineszens für 10 Minu-
ten im S c i n t i l l a t i o n s z ä h l e r g e z ä h l t . 
Die bei Doppelmarkierungsexperimenten n ö t i g e Korrektur der 
gemessenen Impulse um die im selben Kanal m i t e r f a ß t e n Impul-
se des jeweils anderen Isotops wurde mit einem HP 95-Rechner 
(Hewlett Packard, Cupertino, USA) nach folgender Formel durch-
g e f ü h r t : 
( I
A
 - 0 A ) - a ( I ß - QB) 
mit a = 
1 - ab 
'B 
Dabei bedeuten 
im Kanal A gemessene Probe (IpM) 
h 
im Kanal B gemessene Probe (IpM) 
A
A 
im Kanal A gemessene Standardprobe mit Isotop A (IpM) 
A
B 
im Kanal B gemessene Standardprobe mit Isotop A (IpM) 
B
B 
im Kanal B gemessene Standardprobe mit Isotop B (IpM) 
B
A 
im Kanal A gemessene Standardprobe mit Isotop B (IpM) 
°A Leerwert Kanal A 
°B 
Leerwert Kanal B 
a A n t e i l der im Kanal A m i t g e z ä h l t e n IpM des Isotops B 
b A n t e i l der im Kanal B m i t g e z ä h l t e n IpM des Isotops A 
Gleichbehandelte Gelstücke mit oder ohne zugesetzter [*H] bzw. 
^ c ]Radioaktivität dienten a l s Standardproben. Rund '20 % der 
[1 ^c]Impulse wurden bei den [^H]Impulsen m i t g e z ä h l t . Der An-
t e i l der im [ 1 V] Kanal m i t e r f a ß t e n [^H] Impulse war k l e i n e r 
als 1 % . 
Bestimmung JIM markierter Lipide 
a . Gesamtlipid 
Ein Aliquot der benzolischen L i p i d l ö s u n g e n (20 - 100 ul) wur-
de direkt zu 9 ml T o l u o l z ä h l f l ü s s i g k e i t ( s . Methode 10a) ge-
geben und im S c i n t i l l a t i o n s z ä h l e r 10 Minuten g e z ä h l t . Der 
Leerwert wurde nach Zugabe der gleichen Menge reinen Benzols 
zu 23 IpM bestimmt und zur Berechnung des Gesamtlipids von den 
Meßwer t e n abgezogen. 
ßm L e c i t h i n f r a k t i o n 
Die aus der Kieselgelplatte ausgekratzte L e c i t h i n f r a k t i o n 
( s . Methode 12b) wurde mit 9 ml T o l u o l z ä h l f l ü s s i g k e i t ver-
s e t z t , umgeschwenkt und im S c i n t i l l a t i o n s z ä h l e r 10 Minuten 
g e z ä h l t . Der Leerwert wurde durch Zugabe einer gleichen Menge 
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K i e s e l g e l ohne R a d i o a k t i v i t ä t zu 26 IpM bestimmt und von den 
M e ß w e r t e n abgezogen« 
11• Autoradiographie 
a) Gele 
Die Gele wurden,wie i n R i c h t e r O9 7 7 ) beschrieben, getrocknet 
und autoradiographiert• 
b) Autoradiographie P^clThymidin-markierter Lymphozyten 
( i n Anlehnung an H ü n i g ( 1 9 7 3 ) und H ü n i g et a l , ( 1 9 7 4 ) ) 
a. P r ä p a r a t i o n der Zellen 
A l l e Manipulation e r f o l g t e n , wenn nicht anders e r w ä h n t , bei 
0 - k°C 
Die mit [1 ^c] Thymidin markierte Lymphozytenzellsuspension 
(Markierungsbedingungen s. Tab, 5) wurde i n ein 30 ml P l a s t i k -
r ö h r c h e n ü b e r f ü h r t , die K u l t u r r ö h r c h e n mit BSS, das 0.1 mg/ml 
Thymidin e n t h i e l t (= BSS/Thymidin) n a c h g e s p ü l t , mit BSS/Thymi-
din auf 23 ml a u f g e f ü l l t und z e n t r i f u g i e r t (Christzentrifuge: 
7 min, 1600 UpM). Der Uberstand wurde mö g l i c h s t quantitativ 
dekantiert und das Z e l l p e l l e t noch 2 mal mit 10 ml BSS/Thymi-
din gewaschen (Zentrifugation s,o,) und s c h l i e ß l i c h i n 4 ml 
BSS/Thymidin suspendiert. Zum Einbetten der Z e l l e n i n Agarose 
wurden die Zellaggregate durch mehrfaches Aufsaugen mit e i -
ner Pasteurpipette z e r s t ö r t . 0 , 2 5 ml dieser auf Raumtempera-
tur e r w ä r m t e n Zellsuspension wurden mit 0 . 5 ml einer auf 
45°C temperierten 0 . 5 % A g a r o s e l ö s u n g ( i n BSS durch Erwärmen 
auf 100°C g e l ö s t ) gemischt, sofort mit einer Pasteurpipette 
auf einen O b j e k t t r ä g e r gebracht und unter Aussparung des 
Mattschilds g l e i c h m ä ß i g v e r t e i l t . Zur besseren Haftung der 
A g a r o s e l ö s u n g war der O b j e k t t r ä g e r zuvor mit 0.1 % wässriger 
Agarose bestrichen und luftgetrocknet worden. Nach Erstarren 
der Agarose wurden die Proben i n f r i s c h angesetzter 0 . 5 % 
G l u t a r d i a l d e h y d - L ö s u n g ( i n PBS; s. M a t e r i a l 3°) 10 Minuten 
bei Raumtemperatur f i x i e r t , 3 mal je 10 Minuten i n deioni-
siertem Wasser g e w ä s s e r t und an einem staubarmen Ort getrock-
net • 
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ß . Autoradiographie 
Die Autoradiographie wurde, wie i n H ü n i g ( 1 9 7 3 ) beschrieben, 
d u r c h g e f ü h r t . 
V» G i e m s a f ä r b u n g der Zellen 
Die entwickelten, luftgetrockneten Autoradiogramme wurden 
nach folgendem Schema i n F ä r b e t r ö g e n gewaschen und g e f ä r b t . 
Die Einwirkungsdauer pro Stufe betrug jeweils 3 Minuten; ge-
färbt wurde 1 0 - 1 5 Minuten. 
1 ) 50 % Ä t h a n o l i n Gebrauchspuffer ( 1 . 6 5 g Z i t r o n e n s ä u r e , 




0 ad 1 1 H
2
0; pH 5 . 7 5 ) 
2) 95 % Ä t h a n o l 
3) Gebrauchspuffer 
1) - 3 ) wiederholen 
4 ) Gebrauchspuffer 
5 ) F ä r b e l ö s u n g (230 ml Gebrauchspuffer, 7*5 ml Methanol, 
1 2 . 5 ml G i e m s a - F ä r b e l ö s u n g (Merck, Darmstadt); jeweils 
f r i s c h angesetat und f i l t r i e r t ) 
6 ) Gebrauchspuffer 
7) Gebrauchspuffer 
8) d e s t i l l i e r t e s Wasser 
Die O b j e k t r ä g e r wurden luftgetrocknet und mit Entelan (Merck, 
Darmstadt) eingedeckt. 
<5. Auswertung 
Die Autoradiogramrae wurden, wie i n H ü n i g ( 1 9 7 3 ) beschrieben, 
ausgewertet. Durch geeignete Wahl der Exp o s i t i o n s z e i t wurde 
e r r e i c h t , daß eine für das z u v e r l ä s s i g e A u s z ä h l e n k r i t i s c h e 
Anzahl von S i l b e r k ö r n e r n pro Z e l l e ( c a . 3 0 0 ) nicht ü b e r s c h r i t -
ten wurde. Zur Bestimmung des A n t e i l s markierter Z e l l e n wur-
den mindestens 500 Zellen ausgewertet. Ze l l e n mit mehr a l s 5 
S i l b e r k ö r n e r n i n der n ä c h s t e n Umgebung galten a l s markiert. 
Die M a r k i e r u n g s t ä r k e (Zahl der S i l b e r k ö r n e r / Z e l l e ) wurde durch 
A u s z ä h l e n von mindestens 60 Z e l l e n bestimmt. Wurden Ze l l e n 
oder Zellgruppen mehrmals a u s g e z ä h l t , so lagen die Werte in*» 
nerhalb + 5 %• Schwierigkeiten ergaben s i c h bei Zellaggrega-
ten, da die S i l b e r k ö r n e r nicht mehr eindeutig einer bestimm-
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ten Z e l l e zugerechnet werden konnten. Es wurde trotzdem ver-
sucht, a l l e im Gesichtsfeld auftauchenden Z e l l e n auszuwerten. 
1 2 . Extraktion und Analyse von Lipiden 
a) Extraktion 
Die e i s g e k ü h l t e n , mit [
1 Z f
c]Acetat markierten Lymphozytensus-
pensionen (Einzelheiten der Markierung s. Tab. 7) wurden i n 
50 ml P l a s t i k r ö h r e h e n gegossen, die Kulturflaschen mit 10 ml 
eiskaltem BSS ( s . Material 3 a ) n a c h g e s p ü l t und mit BSS (0°C) 
auf 50 ml a u f g e f ü l l t . Nach der Zentrifugation ( C h r i s t Z e n t r i -
fuge: 10 min, 1600 UpM, 4°C) wurde das radioaktive Medium 
gr ü n d l i c h dekantiert, das Z e l l p e l l e t i n 0 . 5 ml BSS (0°C) sus-
pendiert und i n einen 25 ml Erlenmayerkolben ü b e r f ü h r t . Der 
Rest der Z e l l e n wurde mit weiteren 0 . 5 ml BSS aus dem R ö h r c h e n 
g e s p ü l t und mit der Hauptmenge v e r e i n i g t . Die L i p i d e wurden, 
wie von Ways und Hanahan ( 1 9 6 4 ) beschrieben, i s o l i e r t . An-
s c h l i e ß e n d wurde die R a d i o a k t i v i t ä t eines A l i q u o t s , wie i n 
Methode 10c beschrieben, bestimmt und ü b e r das Gesamtvolumen, 
das durch A u s w ä g e n e r m i t t e l t wurde, die Gesamtmenge an radio-
aktiv-markiertem L i p i d errechnet. 
b) Gewinnung der L e c i t h i n f r a k t i o n 
Die L i p i d e wurden durch D ü n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a p h i e auf Kie-
s e l g e l p l a t t e n (Polygram S i l G auf K u n s t s t o f f o l i e , 0 . 2 5 mm, 
Macherey und Nagel, D ü r e n ) mit Chloroform-Methanol-Wasser 
( 6 5 : 40 : 9 « 5 » v/v/v) getrennt ( u n v e r ö f f e n t l i c h t e Ergebhis-
se von Murder et a l . z i t i e r t i n Resch und Ferber, 1 9 7 2 ) . Als 
interner Marker wurden 0 . 2 mg L e c i t h i n bei jeder Probe mit 
aufgetragen. Die Lipide wurden durch Joddampf sichtbar ge-
macht, die L e c i t h i n f r a k t i o n mit einem Spatel ausgekratzt 
und ihre R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt (Methode 10C /5). 
1 3 . Isolierung von Kernen, K e r n ü b e r s t a n d und Chromatin aus Lym-
phozyten ( i n Anlehnung an Benz und Strominger, 1975) 
a) Isolierung von Lymphozytenkernen 
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Für die Bestimmung der DNA- und RNA-Synthese i n i s o l i e r t e n 
Kernen 
Zu den i n den Legenden angegebenen Zeiten wurden die Z e l l e n 
geerntet, aufgewirbelt und i n 50 ml P l a s t i k r ö h r c h e n bei Raum-
temperatur z e n t r i f u g i e r t (Labofuge I I , Haereus-Christ: 5 - 1 0 
min, 1700 UpM = 500 x g ) . Die Z e l l e n wurden i n 10 ml P1 
(Raumtemperatur; 0 . 1 5 M Saccharose, 5 mM C a C l
2
, 25 mM HEPES = 
N - 2 - H y d r o x y ä t h y l p i p e r a z i n - N ' ~ 2 - ä t h a n s u l f o n s ä u r e , pH 8 . 0 ) g r ü n d -
l i c h durch mehrmaliges Aufsaugen mit einer Pasteurpipette 
suspendiert und die Z e l l z a h l i n einer Z ä h l k a m m e r (Helber) be-
stimmt. Die Zellausbeute betrug im Durchschnitt für Kulturen 
mit und ohne O v a l i c i n rund 45 Stunden nach Mitogenzugabe 42 
bzw. 44 % bezogen auf die zu Versuchsbeginn e i n g e s ä t e n Z e l l e n . 
Nach Zentrifugation (s.o.) und Dekantieren des Waschpuffers 
wurden die Zellen im Eisbad v o r s i c h t i g mit einem Glasstab i n 
0 . 5 - 1 .0 ml eiskaltem P2 ( 0 . 2 5 M Saccharose, 5 mM CaCl^, 
25 mM HEPES, pH 8 . 0 ) suspendiert (resultierende Z e l l d i c h t e : 
1 - 4 x 10 u r s p r ü n g l i c h e i n g e s ä t e Z e l l e n / ml) und mit dem 
gleichen Volumen e i s k a l t e n P3 (= P1 mit 0 . 5 % B r i j 5 8 , Serva, 
Heidelberg) v e r d ü n n t . Die Z e l l e n wurden 5 Minuten v o r s i c h t i g 
mit einem Glasstab bei 0°C g e r ü h r t , a n s c h l i e ß e n d 25 - 50 fach 
mit eiskaltem P4 (= P2 mit 2 % Dextran MW 100 0 0 0 - 200 0 0 0 , 
C l i n i c a l Grade, Sigma, Taufkirchen) v e r d ü n n t und z e n t r i f u g i e t 
(Christzentrifuge: 5 min, 1700 UpM = 500 x g, 4°C). Gegeben-
f a l l s wurden die Zellen mit weiteren 2 ml P4 gewaschen ( F i g . 
2 7 ) . Nach dem Abg i e ß e n des Waschpuffers wurde die am R ö h r c h e n 
verbleibende Flüssigkeit mit Haushaltspapier abgewischt und 
das farblose P e l l e t i n 0 . 5 - 1 .0 ml P4 (0°C) bzw. i n Inkuba-
tionspuffer (Material 3 i ) v o r s i c h t i g resuspendiert ( r e s u l t i e -
rende Kernkonzentration: 10 - 20 x 10^ Kerne/ral) und die 
Kernzahl bestimmt ( s . o . ) . Die Ausbeute lag bei c a . 20 % be-
zogen auf die Anzahl wiedergefundener Z e l l e n . Die Kerne wur-
den sofort verwendet. Die Puffer F1 - P4 wurden bei - 20°C 
aufbewahrt und r e c h z e i t i g vor Gebrauch aufgetaut und tempe-
r i e r t • 
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ßm Für die Analyse radioaktiv markierter Kernproteine 
Die Isolierung der Kerne er f o l g t e wie i n Methode 13aa beschrie-
ben, jedoch mit folgenden Ä n d e r u n g e n : 
A l l e Manipulationen wurden bei 0 - k°0 d u r c h g e f ü h r t . Die mit 
[
3
H] bzw. [ ^c ] Leucin markierten Z e l l e n (Methode 7 c ) mit und 
ohne O v a l i c i n wurden nach Pulsende v e r e i n i g t , mit PI auf 
k O ml a u f g e f ü l l t , z e n t r i f u g i e r t ( s . Methode 13a<*), mit 20 ml 
P1 gewaschen und wie oben l y s i e r t . Nach der Zentrifugation 
wurden Kernpellet und K e r n ü b e r s t a n d getrennt i n flüssigen N
2 
eingefroren und bei - 20°C aufbewahrt. Zur Analyse der Prote-
ine s. Methode 9» 
b) Isol i e r u n g von radioaktiv markiertem Chromatin aus Lymphozyten 
Die ersten S c h r i t t e der Chromatinisolierung wurden wie i n 
Methode 1 3 a ß beschrieben d u r c h g e f ü h r t . Nach Zellyse wurde j e -
doch mit ZfO ml Tris/MgCl
2
-Puffer ( 0 . 5 M T r i s - H C l ,0 . 0 5 M MgCl
2
, 
pH 7«0) v e r d ü n n t , das gebildete fädige Chroraatin mit einer 
Pasteurpipette i n kleine C o r e x g l ä s e r ü b e r f ü h r t und z e n t r i f u -
g i e r t (Sorvall-Zentrifuge: 5 min, 10 0 0 0 x g. k°C ) . Das P e l -
l e t wurde mit 10 ml Tris/MgCl
2
-Puffer gewaschen und i n 1.1 ml 
Tris/MgCl
2
-Puffer durch Ultraschallbehandlung (Branson Soni-
f i e r : Mikrospitze, Stufe k
9
 3 x 5 Sekunden, 0°C) suspendiert. 
C) Ultraschallbehandlung der Kerne 
( i n Anlehnung an Thompson und Mueller, 1975) 
0 . 8 ml Kernsuspension ( s . Methode 13aa) wurden k x 10 Sekun-
denin einem spitzen Zentrifugenglas bei 0°C beschallt (Bran-
son S o n i f i e r : Mikrospitze, Stufe 3 ) » 
14. Messung der DNA-Synthese i n i s o l i e r t e n Lymphozytenkernen 
(nach Benz und Strominger, 1975) 
a) Testansatz 
Folgende Inkorporationsmischung wurde vor jedem Experiment 
f r i s c h zusammenpipettiert (Herstellung und Lagerung der Stamm-
lösu n g e n s. Mat e r i a l 3 f ) : 
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je 0 . 5 mM dATP, dGTP, dCTP 
0 . 2 mM p H ] dTTP ( 100 Ci/Mol) 
5 . 0 mM ATP 
12 .5 mM Phosphoenolpyruvat 
5 Einheiten/ml Pyruvatkinase 
38 mM HEPES-Puffer pH 8 . 0 
0 . 1 2 5 M Saccharose 
0.1 M NaCl 
12.5 mM MgCl
2 
12 .5 mM Ä t h y l e n g l y c o l - b i s ( ß - a m i n o ä t h y l ä t h e r ^ N ^ N ' - t e t r a -
e s s i g s ä u r e (EGTA) 
2 mM D i t h i o t h r e i t o l 
0.1 ml dieser Mischung wurden i n kleine R e a g e n s g l ä s e r pipet-
t i e r t , mit 0 . 1 5 ml Kernsuspension ( s . Methode 1 3 a a ) gemischt 
und die R e a g e n s g l ä s e r mit Parafilm verschlossen. Zum Start der 
Reaktion wurden die Proben aus dem Eisbad i n ein auf 37°C tem-
periertes Wasserbad gebracht und wenn nicht anders angegeben 
45 Minuten i n k u b i e r t . Die Reaktion wurde im Eisbad gestoppt 
und die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . Methode 
8c). 
b) Charakterisierung des z e l l f r e i e n Systems 
Die strenge A T P - A b h ä n g i g k e i t dieses DNA-PolymeraseSystems 
(Tab. 3)> die be r e i t s von Benz und Strominger ( 1 9 7 5 ) berich-
tet wurde, i s t e i n Hinweis darauf, d aß p H ]dTTP h a u p t s ä c h l i c h 
durch DNA-Replikation und nicht durch DNA-Reparatur eingebaut 
wurde (Benz und Strominger, 1 9 7 5 ) » 
Der pH] dTTP-Einbau i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Kernmaterial nahm l i -
near mit der pro Test eingesetzten Kernmenge (bis mindestens 
2 . 3 x 10^ Kerne/Test) zu. Bei Kernzahlen k l e i n e r a l s 1 .5 x 10^ 
Kerne/Test lagen die Einbauwerte t i e f e r a l s erwartet ( F i g . 3)> 
s o d a ß , um die D N A - P o l y m e r a s e a k t i v i t ä t verschiedener K e r n p r ä -
parationen vergleichen zu k ö n n e n , die M e ß w e r t e nach folgender 
Formel k o r r i g i e r t werden m u ß t e n : 
f = erwartete IpM/gefundene IpM;
 +
^ N u l l z e i t - K o n t r o l l e 
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Tab. 3 A T P - A b h ä n g i g k e i t des PHI dTTP-Einbaus i s o l i e r t e r Lym-
phozyt enkerne 
6 6 
30 x 10 nicht vorinkubierte Z e l l e n (1 x 10 /ml) wurden durch 
Zugabe von Con A (Endkonzentration: 2 ug/ml) und 2-Meraapto-
ä t h a n o l (Endkonzentration: 2 . 5 x 10"^ M) i n Kulturmedium mit 
5 % f ö t a l e m K ä l b e r s e r u m s t i m u l i e r t (Methode 4 a / 3), nach 45 h 
die Kerne i s o l i e r t (Methode 1 3 a a ; der P4-Puffer e n t h i e l t je-
doch 0 . 2 8 5 M s t a t t 0.25^M Saccharose und z u s ä t z l i c h 1 mM Di-
t h i o t h g e i t o l ) und der pH]dTTP-Einbau innerhalb von 4 5 min 




pHldTTP-Einbau i n Kerne 
(IpM x 1 0 ~ 6 x Kerne"
1
) 
+ 2 6 1 8 (100 % ) 
- 3 5 8 (14 % ) 
15 . Proteinsynthese an i s o l i e r t e n Lymphozytenribosomen 
R a t t e n l e b e r ü b e r s t a n d und L ö s u n g e n wurden freundlicherweise 
von H. Richter zur V e r f ü g u n g g e s t e l l t . Die Gewinnung von 
U b e r s t a n d s f a k t o r e n aus Rattenleber, die I s o l i e r u n g von Ribo-
somen aus s t i m u l i e r t e n Lymphozyten und die z e l l f r e i e Protein-
synthese wurden i n Anlehnung.an Ahern und Kay ( 1 9 7 3 ) wie i n 
Richter ( 1 9 7 7 ) beschrieben, d u r c h g e f ü h r t . 
Zur Charakterisierung des z e l l f r e i e n Proteinsynthese-Systems 
(Poly rü gesteuerte Polyphenylalaninsynthese) wurde die Ein-
baukinetik von Phenylalanin i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s M a t e r i a l 
( F i g . 4 a ) und die A b h ä n g i g k e i t des Einbaus von der Ribosomen-
menge ( F i g . 4 b ) bestimmt. Als Maß für die Ribosomenmenge dien-
te i h r RNA-Gehalt. Der RNA-Gehalt der verwendeten Ribosomen 
wurde spektralphotometrisch wie bei Richter ( 1 9 7 7 ) beschrieben, 
bestimmt und nach Warburg und C h r i s t i a n ( 1 9 4 1 ) ausgewertet. 
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T 1 r 
0 0.5 1.0 1.5 2.0 
Kernzahl/Test (x10"6) 
F i g . 3 A b h ä n g i g k e i t des [^H]dTTP-Einbaus von der Kernzahl 
D u r c h f ü h r u n g des Experiments wie i n der Legende von Tab. 8 
beschrieben, jedoch e r h i e l t e n die Z e l l e n 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 
b e r e i t s mit dem Mitogen (t = 0 ) . Im Kerntest wurde die i n 
der Abszisse angegeben Anzahl von Kernen eingesetzt. 
Z e l l e r n t e : t = 47 h 
1 6 . Mikroskopische Bestimmung des Durchmessers von Lymphozyten 
a) Z e l l p r ä p a r a t i o n 
Zur Bestimmung des Durchmessers von Lymphozyten wurden ent-
weder die für die Autoradiographie p r ä p a r i e r t e n Z e l l e n ver-
wendet (S. Methode IIb; F i g . 14, 2 0 ) oder die Zel l e n mit 
folgenden Ä n d e r u n g e n f i x i e r t : 
Zu den i n F i g . 33 angegeben Zeiten wurden die Z e l l e n aufge-
w i r b e l t , je Flasche 0 . 5 ml Zellsuspension entnommen und i n 
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F i g . 4 Poly rU-gesteuerte Polyphenylalaninsynthese an Lympho-
zyt enribosomen - Ab h ä n g i g k e i t von Inkubationsdauer 
und Ribosomenmenge 
130 x 10^ nicht vorinkubierte Zellen ( 2 . 6 x 10^/ml) wurden 
mit Con A (Endkonzentration: 1 ug/ml) und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 
(Endkonzentration: 10" ^M) ve r s e t z t , 40 h nach Mitogenzugabe 
Ribosomen i s o l i e r t ( s . Methode 13) und ihre A k t i v i t ä t an Poly 
rU bei 37°C i n A b h ä n g i g k e i t von Zeit und id. bos omenmenge be-
stimmt ( s . Methode 1 5 ) » 
a) Z e i t a b h ä n g i g k e i t des Phenylalanineinbaus 
Die pro Test eingesetzten Ribosomen enthielten 1 0 . 6 ug RNA 
b) A b h ä n g i g k e i t des Phenylalanineinbaus von der Ribosomenmen-
ge 
Inkubationsdauer: 15 min 
ei s g e k ü h l t e kleine R ö h r c h e n gegeben. Die Suspension wurde mit 
2 . 5 ml PBS-Puffer ( s . Material 3 c ) versetzt und z e n t r i f u g i e r t 
(Christzentrifuge: 10 min, 1600 UpM, 4°C). Das Z e l l p e l l e t wur-
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de a n s c h l i e ß e n d i n 0 . 5 ml eiskaltem PBS durch 3 maliges Auf-
saugen mit einer Pasteurpipette g r ü n d l i c h suspendiert und wie 
i n Methode 11b eingebettet und g e f ä r b t . Es wurde jedoch PBS-
Puffer anstatt BSS/Thymidin verwendet. 
b) Auswertung 
Der Durchmesser der Zellen wurde bei einer V e r g r ö ß e r u n g von 
1 : 1250 (Ortholux, L e i t z , Wetzlar; NPL Fluotar 1 0 0 / 1 . 3 2 ö l -
imersionsobjektiv, Okular 1 : 1 2 . 5 , G r ü n f i l t e r ) mit H i l f e e i -
nes Z ä h l n e t z e s (1 x 1 cm i n 100 Quadrate mit 1 mm S e i t e n l ä n g e 
g e t e i l t ; 1 mm = 10 um) durch 2 zueinander senkrechte Messun-
gen bestimmt. Es wurde versucht auf 0 . 5 um genau zu interpo-
l i e r e n . Die Durchmesser s t i m u l i e r t e r Lymphozyten lagen zwi-
schen 2 - 1 5 pm. Zur Bestimmung der H ä u f i g k e i t s v e r t e i l u n g der 
Durchmesser wurden je 3 G r ö ß e n k l a s s e n zu einer Gruppe zusammen-
g e f a ß t . Aus den G r ö ß e n k l a s s e n 2 ; 2 . 5 ; 3 , 3 * 5 ; 4 ; 4 * 5 , 5 ; 5 * 5 ; 
6 , 6 . 5 ; 7 ; 7 . 5 , 8 ; 8 . 5 ; 9 , 9 . 5 ; 10 ; 1 0 . 5 , 11; 1 1 . 5 ; 12 und 1 2 . 5 ; 
13 ; 1 3 . 5 um wurde dazu jeweils das arithmetische M i t t e l g e b i l -
det und gegen die H ä u f i g k e i t aufgetragen. Pro Probe wurden 250 
Z e l l e n mit d e u t l i c h s i c h t b a r e » Kern ausgemessen. Die .absolute 
Z e l l z a h l wurde dabei nicht b e r ü c k s i c h t i g t . 
17 . Bestimmung von Ornithin- und S-Adenosylmethionin-Decarboxylase-
Ak t i v i t ä t i n stimulierten Lymphozyten 
(in Anlehnung an Insel und Fenno, 1978) 
a) P r ä p a r a t i o n des 100 000 x g Uberstands 
Nach der Z e l l e r n t e wurde die Zellsuspension auf E i s g e s t e l l t , 
nach g r ü n d l i c h e m Umschwenken i n 50 ml P l a s t i k r ö h r c h e n gegossen, 
die r e s t l i c h e n Z e l l e n mit 5 ml eiskaltem PBS-Puffer ( s . Mate-
r i a l 3 c ) ü b e r f ü h r t , das Medium a b z e n t r i f u g i e r t ( C h r i s t z e n t r i -
fuge: 10 min, 1600 UpM, 4°C) und das P e l l e t mit PBS (0°C) ge-
waschen. Zur Bestimmung der Stimulation der Ornithin-Decarb-
oxylase nach Con A-Zugabe ( s . F i g . 3 7 ) wurden die Zellen nach 
dem ersten Waschen i n 0 . 5 ml PBS resuspendiert, i n ein Eppen-
dorfgefäß ü b e r f ü h r t , den Rest der Z e l l e n mit weiteren 0 . 5 ml 
PBS h e r a u s g e s p ü l t und z e n t r i f u g i e r t (Sorvall-Zentrifuge: 
SS34-Rotor, Gummiadaptatoren, 10 min, 4 0 0 0 UpM = 900 x g, 
4°C). Nach dem Dekantieren des Waschpuffers wurden die Z e l l e n 
- k z -
i n eiskaltem hypotonischen Puffer (5 mM Tris-HCl pH 7 . 5 , 2 mM 
D i t h i o e r y t h r i t o l suspendiert (Endkonzentration: 7 - 8 x 10^ 
Zellen/ml, bezogen auf die e i n g e s ä t e Z e l l z a h l ) , i n f l ü s s i g e m 
N^ eingefroren und b i s zur weiteren Aufarbeitung bei - 196°C 
aufbewahrt. Zur Gewinnung des Z e l l e x t r a k t s wurde die Suspen-
sion i n Eiswasser aufgetaut und das E i n f r i e r e n und Auftauen 
noch einmal wiederholt. Das Lysat wurde je nach Menge i n 5 ml 
P o l y a l l o m e r r ö h r c h e n oder 0 . 5 ml Z e n t r i f u g e n r ö h r c h e n (mit Adap-
toren) ü b e r f ü h r t und 1 Stunde bei 100 000 x g im SW 65 Ti-Ro-
tor (Beckman-Zentrifuge Modell L5 - 6 5 : 37 200 UpM, 4°C) z e n t r i -
f u g i e r t . Der klare Uberstand wurde m ö g l i c h s t rasch für die 
Enzymtests verwendet. 
b) Ornithin-Decarboxylase-Test 
Die O r n i t h i n - D e c a r b o x y l a s e - A k t i v i t ä t wurde durch die F r e i s e t -
zung von [
1
 ^ c ] C 0 ^ aus E^L-[l- 1 ^ c ]Ornithin nach Jänne und 
Williams-Ashman ( 1 9 7 1 ) wie i n Insel und Fenno ( 1 9 7 8 ) beschrie-
ben, bestimmt. 
Die Inkubationsmischung e n t h i e l t i n einem Gesamtvolumen von 
0 . 2 5 ml: 
0.1 ml Z e l l e x t r a k t ( s . Methode 17a) 
25 uMol G l y c y l g l y c i n - P u f f e r pH 7 . 2 
0.05 uMol Pyridoxal-5-pbosphat 
1.2 uMol D i t h i o e r y t h r i t o l 
0 . 0 4 uMol (-) Ornithin (unmarkiert) 
0 . 5 uCi EtL - [ l - 1 Z f c ] Ornithin (0 . 0 5 9 Ci/mMol) 
Die Testmischung ( S t a m m l ö s u n g e n s. M a t e r i a l 3 h ) und gegebenen-
f a l l s H e m m s t o f f l ö s u n g e n ( s . Tab. 15 und Material 3 a ) wurden 
i n e i s k a l t e , spitze Z e n t r i f u g e n g l ä s e r ( 15 x 100 mm) p i p e t t i e r t , 
je 0.1 ml Z e l l e x t r a k t zugesetzt und die Reaktion durch Auf-
wärmen auf 37°C im Wasserbad*^ g e s t a r t e t . Die R e a g e n s g l ä s e r 
waren mit Gummikappen (Kontes, Vineland, USA, Nr. K 88 23 10) 
Um Kondensation von Wasser an die aus dem Wasserbad ragen-
den R e a g e n s g l a s w ä n d e zu vermeiden, wurde der Test i n der 
Klimakammer bei 37°C d u r c h g e f ü h r t . 
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verschlossen, an denen P o l y p r o p y l e n g e f ä ß e (K 88 23 20) be-
f e s t i g t waren, die 0 . 2 ml Soluene 330 für die Absorption des 
freigesetzten [ 1 / f c ] c 0 2 aufnahmen. Nach einer Inkubationsdauer 
von 60 (Tab. 15) bzw. 120 Minuten ( F i g . 37) wurde die Reaktion 
durch E i n s p r i t z e n von 1 ml 40 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e durch die 
Gummikappe beendet (Vorsicht Uberdruck!). Die a n g e s ä u e r t e Re-
aktionsmischung wurde noch für 1 Stunde weiterinkubiert, um 
die Freisetzung von [ 1 / f c ] c 0 2 aus dem Medium zu v e r v o l l s t ä n -
digen. Zur Bestimmung der R a d i o a k t i v i t ä t wurde der Inhalt des 
P o l y p r o p y l e n g e f ä ß e s mit 8 ml T o l u o l - Z ä h l f l ü s s i g k e i t ( s . Metho-
de 10a) i n ein Z ä h l g l ä s c h e n gespült und wie i n Methode 10b 
beschrieben die R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt. 
Die Freisetzung von [1 ^ c] C0
2
 aus dem Substrat nahm l i n e a r mit 
der Zeit für mindestens 90 Minuten zu ( F i g . 5a; v g l . dazu 
Kay und Lindsay, 1 9 7 3 » Insel und Fenno, 1978) und war der e i n -
gesetzten Z e l l z a h l b i s mindestens 8 x 1 0
r
Zellen/Test propor-* 
t i o n a l (ohne Beleg). 
c) S-Adenosylmethionin-Decarboxylase-Test 









^c ] methionin i n Gegenwart von 0 . 5 mM Pu-
t r e s c i n nach Pegg und Williams-Ashman ( 1 9 6 9 ) wie i n Insel und 
Fenno ( 1978) beschrieben, bestimmt. 
Die Testmischung e n t h i e l t i n einem Gesamtvolumen von 0 . 2 ml: 
0.1 ml Z e l l e x t r a k t ( s . Methode 17a) 
20 uMol G l y c y l g l y c i n - P u f f e r pH 7 . 2 
1 .2 uMol D i t h i o e r y t h r i t o l 
0.1 }ÄMQ1 Putrescin (wenn nicht anders angegeben; s. F u ß n o t e ) 
0 . 007 uMol S-Adenosylmethionin (unmarkiert) 
0 . 2 uCi S-Adenosyl-L-fcarboxyl-
1
^c] methionin ( 0 . 0 5 8 Ci/mMol) 
Folgende Messung (Testbedingungen s. Tab. 16) belegt die 
absolute P u t r e s c i n - A b h ä n g i g k e i t der S-Adenosylmethionin-
A k t i v i t ä t : - Z e l l e x t r a k t 178 IpM; + Z e l l e x t r a k t , - Putres-
cin 187 IpM; + Z e l l e x t r a k t , + Putrescin 577 IpM. 
- k k -
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o ) ^-ftuer.osyi-b- [caruoxyi- JJ r;»ethionin durch Lymphozy-
ten-Zellextrakt 
V e r s u c h s d u r c h f ü h r u n g wie i n Tab. 15, 16; die Proben wurden je-
j . . c L • : .: ' -^dlich lang bpi '•s7°C i.nkubi <*rt ( v . 
mungen, b) Einfachbestimmungen)• 
• + Z e l l e x t r a k t 
O- Z e l l e x t r a k t 
Die T e s t d u r c h f ü h r u n g und die Bestimmung der R a d i o a k t i v i t ä t 
erfolgte wie beim Ornithin-Decarboxylase-TeGt (Methode 11b). 
r1 '+ 1 
Die Freisetzung von [ CJCO^ aus dem Substrat nahm l i n e a r für 
rund 60 Minuten zu ( F i g . 5b; v g l . Kay und Lindsay, 1975) und 
7 
war der eingesetzten Z e l l z a h l bis mindestens o 1ü 
Test proportional (ohne Beleg), 
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1 8« Extraktion von RNA aus stimulierten Lymphozyten 
( i n Anlehnung an Wolf und Schiessinger, 1977) 
Die radioaktiv markierten Ze l l e n (Markierungsbedingungen s. F i g . 
4 2 , 4 3 ) eines Ansatzes mit und ohne O v a l i c i n wurden v e r e i n i g t , i n 
e i s g e k ü h l t e 50 ml P l a s t i k r ö h r c h e n ü b e r f ü h r t und an das Kulturge-
fäß haftende Zellen nach dem Aufbrechen der Flaschen mit einem 
S t ü c k Silikongummi abgeschabt, i n 2 ml eiskaltem PBS (Material 
3 c ) aufgenommen und mit der Hauptmenge v e r e i n i g t . Nach dem Abzen-
t r i f u g i e r e n des radioaktiven Mediums (Chris t - Z e n t r i f u g e : 10 min, 
1600 UpM, 4°C) wurde das Z e l l p e l l e t mit einem halben Volumen PBS 
(0°C) gewaschen (Zentrifugation s.o.) und b i s zur Extraktion der 
RNA i n flüssigem N
2
 eingefroren. 
Die zur Extraktion verwendeten Geräte und Pipetten wurden mehre-
re Stunden bei 160°C s t e r i l i s i e r t . Die Mengenangaben beziehen s i c h 
auf 200 x 10^ zu Versuchsbeginn e i n g e s ä t e Z e l l e n . Bei Extraktion 
der » p u l s e - c h a s e
1
 markierten Zellen ( s . F i g . 4 3 ) wurden die Volu-
mina auf 1 /3 r e d u z i e r t . A l l e Manipulationen wurden, wenn nicht 
anders angegeben, bei 0 - 4°C d u r c h g e f ü h r t . Die Z e l l e n wurden im 
Eisbad aufgetaut und mit 2 . 5 ml Extraktionspuffer (O.'l M Trizma-
base (Sigma, Taufkirchen), 0.01 M ETDA, 0 . 5 % Na-Dodecylsulfat, 
pH 5 « 4 mit Essigsäure e i n g e s t e l l t ) v e r s e t z t . Das hochviskose 
Z e l l y s a t wurde i n einen 25 ml Spitzkolben p i p e t t i e r t und das 
R ö h r c h e n mit 2 . 5 ml Extraktionspuffer n a c h g e s p ü l t . Die v e r e i n i g -
ten Lysate wurden gemischt (Cenko-Mix) und mit dem gleichen Vo-
lumen auf 70°C vo r g e w ä r m t e s Phenol, das mit Extraktionspuffer 
(ohne Na-Dodecylsulfat) ge s ä t t i g t war, v e r s e t z t , auf dem Cenco-
Mix geschüttelt und auf E i s g e s t e l l t . Die Emulsion wurde ans c h l i e -
ßend 5 Minuten bei 55°C im Wasserbad h e f t i g g e s c h ü t t e l t und die 
w ä s s r i g e und die phenolische Phase durch Ze n t r i f u g a t i o n i n k l e i -
nen C o r e x g l ä s e r n (Sorvall-Zentrifuge: SS 34 Rotor, 15 min, 
10 000 x g, 4°C) getrennt. Die klare w ä s s r i g e Phase (oben) wur-
de v o r s i c h t i g mit einer Pipette abgehoben und i n einen e i s k a l t e n 
Spitzkolben ü b e r f ü h r t . Die Phenolphase und die p r o t e i n h a l t i g e 
Interphase wurden mit einem 1/2 Volumen e i s k a l t e n Extraktionspuf-
fer versetzt und 10 Minuten bei 0°C ge s c h ü t t e l t und wie oben zen-
t r i f u g i e r t . Die vereinigten w ä s s r i g e n Phasen wurden mit einem 
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1/2 Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (1 ; 1 : 0 . 0 1 ; 
v/v/v) durch 10 minutiges S c h ü t t e l n bei 0 - 4°C extrahiert (Zen 
t r i f u g a t i o n in kleinen C o r e x g l ä s e r n s.o.). Die w ä s s r i g e Phase 
wurde in ein großes Corexglas ü b e r f ü h r t und zur Entfernung des 
g e l ö s t e n Phenols mit 3 Volumina Äther 2 mal a u s g e s c h ü t t e l t (Zen 
t r i f u g a t i o n s.o., jedoch 8000 x g ) . Die Ä t h e r p h a s e wurde mit ei 
ner Pasteurpipette v o r s i c h t i g abgehoben und nach der zweiten Ex 
t r a k t i o n der verbliebene Ä t h e r im N
2
-Strom bei 0°C Verblasen. 
Zur A u s f ä l l u n g der RNA wurde die w ä s s r i g e Phase mit 2 Volumina 
Ä t h a n o l / 0 . 1 3 M Na-Acetat ( 9 5 : 5; v/v) versetzt und über Nacht 
bei - 20°C gehalten. Die a u s g e f ä l l t e RNA wurde abzen t r i f u g i e r t 
(s.o., jedoch für 1 h), der ü b e r s t a n d v o r s i c h t i g dekantiert und 
das P e l l e t zur Entfernung des Na-Acetats mit 5 ml 95 % Ä t h a n o l 
gewaschen. Das nach dem Dekantieren im Glas verbleibende Ä t h a -
nol wurde bei 0°C im N
2
-Strom verdampft und die RNA bei - 20°C 
aufbewahrt (Analyse der RNA s. Methoden 9b F und 1 0 b ) . 
1 9 . RNA-Synthese i n i s o l i e r t e n Lymphozytenkernen 
Der Einbau von [^H]U*TP i n i s o l i e r t e Lymphozytenkerne v/urde nach 
einer V o r s c h r i f t von Land und S c h ä f e r ( 1 9 7 7 ) gemessen. Jedoch 
6 6 
wurden pro Test 2 x 10 anstatt 5 x 10 Kerne eingesetzt (Ge-
winnung des s ä u r e u n l ö s l i c h e n Kernlysats s. Methode 8d). 
2 0 . DNase-Abbau von radioaktiv markiertem Chromatin 
Zu 0 . 9 ml e i s k a l t e r DNase I-Lösung i n Tris/MgCl
2
-Puffer (11 ug 
pankreatische DNase I (Boehringer, Mannheim)/ml i n 0 . 5 M T r i s -
KC1 pH 7 . 0 ) v/urde 0.1 ml der beschallten Chromatinsuspension 
(entspricht 3 x 10 zu Versuchsbeginn e i n g e s ä t e n Lymphozyten; 
s. Methode 13b) gegeben und die Reaktion durch A u f w ä r m e n auf 
37°C im Wasserbad g e s t a r t e t . Nach verschiedenen Zeiten ( s . F i g . 
2) wurden die Proben auf E i s g e s t e l l t und die Reaktion durch Zu 
gäbe von 2 ml e i s k a l t e r 10 % T r i c h l o r e s s i g s ä u r e beendet. Das 
s ä u r e u n l ö s l i c h e Material wurde wie i n Methode 8b beschrieben, a' 
f i l t r i e r t und gewaschen (Bestimmung der filtergebundenen Radio-
a k t i v i t ä t s. Methode 1 0 a ) . 
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21 • Ausv/ertung der Versuche und Fehlerrechnung 
'.Venn nicht anders angegeben, wurden für jede Nessung 2 identische 
Proben angesetzt. Aus den beiden Werten wurde der Kittelwert er-
rechnet und die Abweichung vom Hittelwert angegeben. Bei mehr a l s 
2 Parallelproben wird neben dem Mittelwert die Standardabv/eichung 
(s) nach der folgenden Formel berechnet: 
Zur Berechnung der Fehlerfortpflanzung bei D i v i s i o n wurde folgen-
de Formel herangezogen: 
AA, A B : Absolute Abweichungen (bei 2 Parallelwerten) bzw. Stan-
A, B: Mittelwerte der M e ß w e r t e 
A Z 
— ~ : r e l a t i v e (Standard)Abweichung (= Varianz) des Quotienten aus 
A und B 
Darstellung der Ergebnisse: 
In den Figuren wurde der Mittelwert mit einem Symbol d a r g e s t e l l t , 
die (Standard)Abweichung mit einem Balken widergegeben, wenn sie 
größer a l s das Symbol und mehr a l s 5 % des Mittelwerts betrug. 
Bei Pulskinetiken wurde immer das Ende des Pulses mit einem Sym-
bol markiert. 
Reproduzierbarkeit: 
Im Flaschensystem lagen die r e l a t i v e n Fehler (Varianzen) bei Bestim-
mung von DNA-, RNA- und Proteinsynthese i n Z e l l e n im Durchschnitt 
unter 5 %\ für die Größe der Varianz war es dabei unerheblich, 
ob man 2 Proben aus derselben Kulturflasche oder 2 Proben aus 2 
x
i
 - x: Abweichung des i - t e n E i n z e l -
werts vom Mittelwert 
dardabweichung (bei mehr a l s 2 7/erten) 'der M e ß w e r t e 
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p a r a l l e l angesetzten Kulturflaschen miteinander v e r g l i c h ( s . z.B. 
Tab. 19 ; e» auch Ric h t e r , 1 9 7 7 ) . 
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Ergebnisse 
A Z e l l s e l e k t i v i t ä t der Ovalicinwirkung 
1
• Werden lymphoide Zellen durch O v a l i c i n direkt b e e i n f l u ß t ? 
Aus Tierversuchen i s t bekannt, daß O v a l i c i n bevorzugt die Z e l l e n 
des Immunsystems hemmt (Lazary und S t ä h e l i n , 1 9 6 8 ) » Es war daher 
naheliegend, . zur Untersuchung des Wirkungsmechanismus lymphoide 
Zellsysteme zu verwenden (Weiner, 1 9 7 6 ) . A l l e n u n f r a k t i o n i e r t e n 
L y m p h o z y t e n - Z e l l p r ä p a r a t i o n e n i s t gemein, daß s i e neben v i e l e n an-
deren Z e l l a r t e n i n geringer Anzahl Macrophagen enthalten (Golub, 
1 9 7 7 ) . Diese spiele n eine wichtige und offenbar u n e r l ä ß l i c h e Ver-
m i t t l e r r o l l e b ei vielen immunologischen V o r g ä n g e n zwischen A n t i -
gen und den immunkompetenten Zellen (vgl» U b e r s i c h t s a r t i k e l von 
Persson et a l . , 1978; Unanue, 1978; Rosenstreich und M i z e l , 1 9 7 8 ) . 
Es i s t daher denkbar, daß die i n lymphoiden Zellgemischen beob-
achteten Ovalicinwirkungen über die Hemmung der nicht zu den 
lymphoiden Z e l l e n zählenden Macrophagen a u s g e l ö s t werden. 
Um diese Frage zu entscheiden, wurde die Wirkung von O v a l i c i n 
auf S49*1-Lymphomazellen untersucht. Es handelt s i c h dabei um 
eine monoclonale, lymphoide Tumorzellinie mit T-Zellcharakter aus 
einer Balb/c/st-Maus (Horibata und H a r r i s , 1 9 7 0 ) . Versetzt man 
exponentiell wachsende S 4 9 . 1-Zellen i n P a r a l l e l a n s ä t z e n mit ver-
schiedenen Konzentrationen O v a l i c i n und mißt nach 36 Stunden den 
Einbau von [^ H] Thymidin i n sä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t nach einem 
1 s t ü n d i g e n P u l s , so findet man eine Dosis-Wirkungs-Beziehung 
ä h n l i c h v/ie b e i Concanavalin A (Con A ) - s t i m u l i e r t e n unfraktio-
n i e r t e n M ä u s e m i l z z e l l e n nach 31 Stunden Ovalicineinwirkung ( F i g . 
6 ) . Halbmaximale Hemmung (der Plateauwert entspricht dem Maxi-
mum) wird für M i l z z e l l e n bei 4 x 1 0 ~ 1 0 Mol/1, für S49 . 1-Zellen 
bei u n g e f ä h r 7 x 1 0 ~ 1 0 Mol/1 O v a l i c i n e r r e i c h t . 
Lymphoide Z e l l e n sind also das direkte Z i e l für O v a l i c i n bei Hem-
mung der Immunantwort, sodaß Macrophagen a l s primär gehemmte Z e l -
len ausscheiden. 
Ovalicinkonzentration ((jgxmr 1) 
Fig» 6 K o n z e n t r a t i o n s a b h ä n g i g k e i t der Wirkung von O v a l i c i n auf 
den Thymidineinbau Con A s t i m u l i e r t e r Milzlymphozyten und 
S 4 9 « 1 - L y m p h o m a z e l l e n » 
Zu Versuchsbeginn wurden A n s ä t z e mit je 8 x 10^ für 1 £ h yorin-
k u b i e r t e , s t i m u l i e r t e Lymphozyten (1 ug Con A/ml, 10~* M 2-Mer-
c a p t o ä t h a n o l , 2 x 1 0 Zellen/ml; vgl» Methode 4a/0 und exponen-
t i e l l wachsende S49.1-Lymphomazellen (s» Methode 4b) mit ver-
schiedenen Ovalicinkonzentrationen v e r s e t z t . 30 h bzw» 36 h s p ä -
t e r wurde den aufgewirbelten Zellsuspensionen je 2 x 0 » 9 ml ent-
nommen und i n kleine R ö h r c h e n gegeben (s» Methode 7a), 1 uCi 
pH] Thymidin ( 0 » 3 C i / m M o l ) zugesetzt ( s . Methode 7c) und nach 1 h 
der Einbau von Thymidin i n das s ä u r e u n l ö s l i c h e Z e l l y s a t bestimmt 
( s . Methoden 8a/5, 1 0 a ) . 
Werte ohne Hemmstoff (100 % ) : Lymphozyten 2o 896 + 820 IpM 
S 4 9 . 1 - Z e l l e n 36 431 + 1304 IpM 
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2. Hemmt O v a l i c i n den Thymidineinbau i n nicht lymphoide Zellen? 
Im l e t z t e n Abschnitt habe i c h gezeigt, daß O v a l i c i n i n Z e l l k u l -
tur lymphoide Zellen direkt hemmt. O v a l i c i n b e e i n f l u ß t im Tierex-
periment - an Ratten und M ä u s e n d u r c h g e f ü h r t - bevorzugt die 
Zellen des Immunsystems (Lazary und S t ä h e l i n , 1968). Sind daher 
Zel l e n nicht lymphoider Z e l l i n i e n gegen O v a l i c i n r e s i s t e n t ? 
Dazu wurde exemplarisch der E i n f l u ß von O v a l i c i n auf HeLa- (trans-
formierte Z e l l e n aus menschlichem Cervixkarzinom) und 3 T 6-Zellen 
(transformierte M ä u s e f i b r o b l a s t e n ) , zwei nicht lymphoide Z e l l i n i e n , 
untersucht. M i ß t man a l s Parameter für die Zellvermehrung den 
Einbau von [^H]Thymidin i n das s ä u r e u n l ö s l i c h e Z e l l y s a t i n 1 
Stunden Pulsen zu unterschiedlichen Zeiten nach Toxinzugabe, so 
zeigen die Zellen bei Anwesenheit von 2 x 1 0
 (
 M O v a l i c i n im Ver-
g l e i c h zu Kontrollkulturen nur eine g e r i n g f ü g i g r e d u z i e r t e , j e -
doch weiterhin exponentiell verlaufende P r o l i f e r a t i o n ( F i g . 7 a ) . 
Die Verdopplungsdauer der HeLa-Zellen v e r l ä n g e r t s i c h von 1 • 6 
Stunden auf 20.0 Stunden, die der 3T6-Zellen von 11.8 auf 1 3 . 4 
Stunden. Daraus r e s u l t i e r t eine mit der Zeit langsam zunehmende 
Hemmung im Vergleich zur Kontrolle ( F i g . 7 b ) . P a r a l l e l dazu be-
obachtet man im Mikroskop einen l e i c h t e r h ö h t e n A n t e i l t o t e r , 
nicht anhaftender Ze l l e n (ohne Beleg). Nach 48 s t ü n d i g e r Einwir-
kung i s t erst eine 30 - 40 % Hemmung e r r e i c h t , w ä h r e n d S 4 9 # 1 -
Lymphomazellen bei gleicher Ovalicinkonzentration b e r e i t s zu 
80 % i n h i b i e r t sind ( F i g . 8; Hartmann et a l . , 1978). 
HeLa- und 3 T 6-Zellen werden also im Vergleich zu S49.1- und 
M i l z z e l l e n ( F i g . 8, 36) deutlich langsamer gehemmt. Die gerin-
ge Reduktion des [^H]Thymidineinbaus i s t jedoch schon bei ä h n -
l i c h niedrigen Ovalicinkonzentrationen m e ß b a r ( F i g . 8 ) . Die d i f -
f e r e n t i e l l e Wirkung von Ov a l i c i n auf das Immunsystem im T i e r 
scheint also durch eine raschere A u s p r ä g u n g der Hemmung i n lym-
phoiden Z e l l e n bedingt zu s e i n , vorausgesetzt es lassen s i c h 
die Ergebnisse von permanenten Z e l l i n i e n auf normale Zellen ü b e r -
tragen. 
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F i g . 7 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf die Kinetik der DNA-Synthese 
von HeLa- und 3 T 6-Zelüen 
Exponentiell wachsenden HeLa- bzw. 3 T 6-Zellen (Kultivierung s. 
Methode 4c) wurde i n 20 u l BSS ( s . Ma t e r i a l 3a) O v a l i c i n i n e i -
ner Endkonzentration von 2 x 10"' M zugesetzt. Die Kontrollen 
e r h i e l t e n das gleiche Volumen BSS. 1 h vor den angegebenen Z e i -
ten wurde den Kulturen 2 uCi [<HJThymidin (resultierende Konzen-
t r a t i o n : 1 uCi/ml; spezifische R a d i o a k t i v i t ä t : 6 Ci/mMol (HeLa), 
0.1 Ci/mMol (3T6)) z u p i p e t t i e r t und nach Ende des 1 h Pulses der 
Einbau von Thymidin i n das s ä u r e u n l ö s l i c h e Z e l l y s a t e r m i t t e l t 
( s . Methoden 8a/J, 10a). 
a) Ki n e t i k der DNA-Synthese von HeLa- und 3 T 6-Zellen + O v a l i c i n 
A , A HeLa-Zellen; 0,# 3T6-Zellen; A , 0 - O v a l i c i n ; A,#+ Ova-
l i c i n 







0 10"6 10~5 10"4 10"3 10~2 10'1 10° 
Ovalicinkonzentration (pgxml"1) 
F i g 8. Vergleich der Wirkung verschiedener Ovalicinkonzentrati-
onen auf den Thymidineinbau von S 4 9«1-* HeLa- und 3T6-
Z e l l e n 
S49*1-Zellen: V e r s u c h s d u r c h f ü h r u n g wie i n F i g . 6; Messung des 
Thymidineinbaus jedoch zwischen der 48. - 49» b nach O v a l i c i n -
zugabe. 
3 T 6 - und HeLa-Zellen: V e r s u c h s d u r c h f ü h r u n g v/ie i n F i g . 7 ; jedoch 
e r h i e l t e n die Ze l l e n zu Versuchsbeginn verschiedene Konzentrati-
onen O v a l i c i n und [^ H] Thymidin ( 0 . 5 Ci/mMol) wurde 48 h nach 
Ovalicinzugabe für 1 h angeboten. 
100 %-Werte: HeLa (O) 1 332 + 25 IpM 
3T6 (•) 12 861 + 208 IpM 
S49»1 (A) 70 820 + 340 IpM 
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• Wirkt O v a l i c i n s e l e k t i v auf Lymphozytensubpopulationen? 
) Untersuchung des durch O v a l i c i n nicht hemmbaren Thymidineinbaus 
a. K i n e t i k des Thymidineinbaus Con A s t i m u l i e r t e r Lymphozyten 
i n Gegenwart von O v a l i c i n 
2 x 10 M O v a l i c i n hemmt den Thymidineinbau von M i l z z e l l e n 
zu 65 %• 3 0 Stunden nach Con A-Zugabe gemessen ( F i g . 6 ) « Kann 
man diese Hemmung auch zu frühen Zeiten nach Mitogenstimula* 
t i o n beobachten? Lymphozyten treten aus einem metabolisch re-
l a t i v i n a k t i v e n Ruhezustand nach Lektinkontakt i n eine Phase 
hoher metabolischer A k t i v i t ä t , die zu DNA-Replikation und 
s c h l i e ß l i c h zur Z e l l t e i l u n g führt (Ling und Kay, 1 9 7 5 ) . S t i -
muliert man M ä u s e m i l z z e l l e n mit optimalen Dosen Con A, so 
findet man nach 1 8 - 2 0 Stunden einen rasch zunehmenden Thy-
midineinbau, mit einem Maximum 48 Stunden nach Lektinzugabe 
( F i g . 3 5 ; Malkinson und Wang, 1978; Usher und R e i t e r , 1 9 7 7 ) . 
Beginnt man nun i n kurz aufeinander folgenden 1 Stunden Pul-
sen den [-^H]Thymidineinbau i n sä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t " ^ so-
fo r t nach Mitogenzugabe zu messen, so findet man be r e i t s nach 
8 - 1 0 Stunden eine Zunahme des D N A - V o r l ä u f e r e i n b a u s ( F i g . 9 ) . 
Dieser a u ß e r o r d e n t l i c h geringe Einbau von pH]Thymidin
+ +
^ wird 
d e u t l i c h durch 2 x 10~' 7 M O v a l i c i n gehemmt ( F i g . 9 ) » A l l e r -
dings i s t die Hemmung un v o l l s t ä n d i g ; es b l e i b t eine nicht 
hemmbare R e s t a k t i v i t ä t von c a . 30 - 40 % ( F i g . 9 ; v g l . F i g . 
6 ) , die auch nach l ä n g e r e r Einwirkungsdauer noch vorhanden 
i s t ( v g l . Weiner, 1 9 7 7 ) . Eine zu niedrige O v a l i c i n d o s i s a l s 
Ursache der u n v o l l s t ä n d i g e n Hemmung scheidet aus, da selbst 
' Bei diesem markierten, i n k a l t e r T r i c h l o r e s s i g s ä u r e u n l ö s -
l i c h e n Material handelt es s i c h zum große n T e i l um DNase,-
l a b i l e Polymere und damit vermutlich um DNA ( F i g . 2 ) . 
++) 12 h nach Mitogenzugabe wird nur rund 1 % der maximalen 
Einbaurate e r r e i c h t . Maximale DNA-Synthese findet man un-
ge f ä h r 48 h nach Con A-Stimulation ( v g l . F i g . 3 5 ) . 
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F i g . 9 Hemmung des Thymidineinbaus s t i m u l i e r t e r Lymphozyten 
durch O v a l i c i n i n den ersten Sunden nach Con A-Zugabe 
2 Kulturen mit jeweils 85 x 1 0° Zel l e n (1.7 x 10 /ml) wurden 
nach 10 s t ü n d i g e r Vorinkubation durch Zugabe von Con A (End-
konzentration: 1 ug/ml) und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkonzentra-
t i o n : 10~5 M) s t i m u l i e r t . Eine Kultur e r h i e l t g l e i c h z e i t i g 
mit dem Mitogen O v a l i c i n zu einer Endkonzentration von 
2 x 10""^  M. 1 h vor den angegebenen Zeiten wurden den Z e l l -
suspensionen Proben entnommen (Methode 7a) und der pH]Thy-
midineinbau (1 uCi/rnl; 0 . 5 Ci/mMol) i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l -
lysat innerhalb 1 Stunde bestimmt (Methoden 7c, 8 a ß , 10a). 
O - O v a l i c i n 
• + O v a l i c i n (2 x 10""7 M) 
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eine 100 - 1000 fach h ö h e r e Toxinkonzentration die Hemmung nicht 
entscheidend e r h ö h t ( F i g . 6 , 12; V/einer, 1 9 7 6 ) . Erst wenn Ova-
l i c i n 36 - 48 Stunden eingewirkt hat, verringert s i c h die DNA-
Synthese langsam ( s . F i g . 36). Die bei Konzentrationen >1 ug 
Ovalicin/ml beobachtete Zunahme der Hemmung i s t wahrscheinlich 
auf unspezifische Wechselwirkungen des Toxins mit Zellbestand-
t e i l e n z u r ü c k z u f ü h r e n . Die absolute Größe der Restsynthese wird 
von v i e l e n Faktoren b e e i n f l u ß t , wie z.B. von der Art des Z e l l -
k u l t u r g e f ä ß e s ( s . Anhang), 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l z u s a t z zum Kultur-
medium ( s . Anhang), von der Ze l l d i c h t e (Weiner, 1976) und M e ß -
zeitpunkt der DNA-Synthese ( F i g . 1 1 , 3 6 ) . 
ßm A b h ä n g i g k e i t von der Thymidinkonzentration 
Die bisherigen Ü b e r l e g u n g e n zur u n v o l l s t ä n d i g e n Hemmung des 
Thymidineinbaus setzten voraus, daß die gemessene Inkorpora-
t i o n des D N A - V o r l ä u f e r s i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t l i n e a r 
mit der D N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t k o r r e l i e r t . Thymidineinbau i s t 
dann ein r i c h t i g e s M a ß für DNA-Synthese, wenn der Einbau un-
abh ä n g i g von der Substratkonzentration gemessen werden kann. 
Nach L i t e r a t u r (Ling und Kay
?
 1975) nimmt der Thymidineinbau 
i n s t i m u l i e r t e Lymphozyten mit steigenden Thymidinkonzentra-
tionen zu und erst bei Konzentrationen von 80 uM Thymidin im 
Medium wird S ä t t i g u n g des Thymidin inkorporierenden Systems 
e r r e i c h t . 
Die von mir verwendeten Thymidinkonzentrationen im Medium 
lagen i n den meisten Experimenten aus K o s t e n g r ü n d e n bei 2 uM 
F i g . 10 E i n f l u ß der Thymidinkonzentration auf die Hemmung der 
DNA-Synthese Con A s t i m u l i e r t e r M i l z z e l l e n durch O v a l i c i n 
Jeweils 3 3 x lO^Zellen e r h i e l t e n nach 12 s t ü n d i g e r Vorinkuba-
t i o n pro ml 1 ug Con A, 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkonzentration: 
10"^ M) und gegebenenfalls O v a l i c i n (Endkonzentration: 
2 x 10"*? M)(s. Methode 4 a ß ) . 36 h nach Mitogenzugabe wurden 
Proben entnommen ( s . Methode 7 a ) und den Z e l l e n verschiedene 
Mengen pH]Thymidin ( 0 . 5 Ci/mMol) für 2 h angeboten ( s . Metho-
de 7 c ) . Die R a d i o a k t i v i t ä t im s ä u r e u n l ö s l i c h e n Z e l l y s a t wur-
de nach Methode 8aß .und 10a bestimmt. 
a) Thymidineinbau a l s Funktion der Thymidinkonzentration 
b) Doppelt reziproker Auftrag der M e ß w e r t e (a) nach Lineweaver-
Burk 




(1 uCi/ml; spezifische R a d i o a k t i v i t ä t : 0 . 5 Ci/mMol), t e i l w e i -
se sogar mit 0 . 1 5 uM (1 uCi/ral; 6 . 7 Ci/mMol) besonders weit 
unterhalb des S ä t t i g u n g s p l a t e a u s . Daher erschien es mir wich-
t i g den Thymidineinbau i n säure fällbares Z e l l y s a t von Milz-
z e l l e n mit und ohne O v a l i c i n bei unterschiedlichen Thymidin-
konzentrationen zu messen. Sät t i g u n g des Thymidineinbausystems 
- geraessen 36 - 38 Stunden nach Con A-Zugabe - t r i t t mit und ohne 
Ov a l i c i n bei äh n l i c h e n Konzentrationen auf ( F i g . 10a). 50 % 
Sät t i g u n g wird bei 1.6 uM ohne bzw. mit O v a l i c i n bei 2.1 uK 
Thymidin erreicht ( F i g . 1 0 b ) . Gerhart et a l . ( 1 9 7 6 ) finden 
für Con A-stimulierte Thymozyten einen etwas t i e f e r liegenden 
scheinbaren K -Wert von 0 . 6 uM. Trägt man nu2i die Hemmung 
durch O v a l i c i n a l s Funktion der Thynidinkonzentration auf, 
so i s t im Rahmen der Streubreite keine A b h ä n g i g k e i t f e s t s t e l l -
bar (inset F i g . 1 0 b ) . Damit kann man eine e i n s e i t i g e Beein-
flussung der Größe oder S ä t t i g u n g s g e s c h w i n d i g k e i t des Thymi-
dinpools durch O v a l i c i n a u s s c h l i e ß e n ( v g l . Venkatesan, 1 9 7 7 ) . 
Die Hemmung des Thymidineinbaus spiegelt somit eine e r n i e d r i g -
te DNA-Syntheseleistung wider. 
y . Hinfluß von O v a l i c i n auf die DNA-Reparatursynthese 
Einbau von pH]Thymidin i n hochmolekulares, säure f ä l l b a r e s 
Material i s t nicht a u s s c h l i e ß l i c h eine M e ß g r ö ß e für DNA-Re-
p l i k a t i o n . Durch Reparatursynthese kön n e n fehlerhafte S t e l l e n 
der DNA herausgeschnitten und durch E i n f ü g e n der r i c h t i g e n 
Folge von Nukleotiden ersetzt werden. Uber den radioaktiv-
markierten Thymidinpool kann h i e r b e i [^H]Thymidin i n die DNA 
gelangen. Damit ergeben s i c h 3 M ö g l i c h k e i t e n : O v a l i c i n kann 
einmal die Replikation, zum anderen die durch Hydroxyharnstofi 
nicht hemmbare Reparatursynthese (Cleaver, 1969) hemmen, oder 
Hydroxyharnstoff verhindert, aurcn nemmung acs rtibonunieosxc-
diphosphat-Reduktasekomplexes die Bildung von Desoxyribo-
nukleotiden. 
Deshalb wird die DNA-Replikation, für die große Mengen Des-
oxyribonukleotide benötigt werden, sehr empfindlich gehemmt. 
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Tab. 4 Thymidineinbau ungehemmter und O v a l i c i n gehemmter Lym-
phozyten i n Gegenwart von Hydroxyharnstoff 
2 Kulturflaschen mit je 100 x 10
6
 Z e l l e n (2 x 10
6
/ml) wurden 
nach 14 stündiger Vorinkubation durch Zugabe von Con A (End-
konzentration: 1 ug/ml) und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkonzentra-
t i o n : 10~5 M) s t i m u l i e r t ( s . Methode ifa/J). 1 Flasche wurde 
g l e i c h z e i t i g mit dem Mitogen O v a l i c i n (Endkonzentration: 
2 x 10"? M) zugesetzt. 23 h nach Mitogenzugabe wurden 0 . 9 ml 
Proben entnommen ( s . Methode 7a) und zu einem T e i l i n 5o u l 
BSS 100 ug Hydroxyharnstoff (Endkonzentration: 1 .3 mM) zuge-
geben. 1 h später wurde den Z e l l e n für 1 h PH] Thymidin 
(1 uCi/ml; 0 . 5 Ci/mMol) angeboten ( s . Methode 7c) und die 
s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . Methoden 8 a ß , 10a). 





- 6 984 + 421 129 + 8 
2 x 10"
7
 M 2 471 + 67 75 + 5 
beide Vorgänge g l e i c h z e i t i g u n t e r d r ü c k e n . 
Aus 2 p a r a l l e l s t i m u l ierten Lymphozytenkulturen, von denen eine 
g l e i c h z e i t i g mit Con A 2 x 10 Mol/1 O v a l i c i n erhalten h a t t e , 
wurden 23 Stunden nach Mitogenzusatz 0.9 ml Proben entnommen. 
Die Hälfte der Proben mit und ohne O v a l i c i n e r h i e l t 1.3 x 10~*^ 
Mol/1 Hydroxyharnstoff (Endkonzentration) - eine Konzentrati-
on, die ohne Ein f l u ß auf die Reparatursynthese i s t (Robbins 
und Kraemer, 1972) - , während die r e s t l i c h e n Proben a l s Kon-
t r o l l e n dienten. M i ß t man 1 Stunde sp ä t e r i n einem 1 Stunden 
pH]Thymidinpuls die DNA-Synthese, so findet man nur noch un-
g e f ä h r 1 % des Thymidineinbaus im Vergleich zu Proben ohne 
Hydroxyharnstoff (Tab. 4 ) . Der i n Gegenwart von O v a l i c i n ver-
bleibende Thymidineinbau s t e l l t also wahrscheinlich keine 
DNA-Reparatursynthese dar, da er ebenfalls wie die DNA-Synthe-
se i n den Zellen ohne O v a l i c i n praktisch v o l l s t ä n d i g durch 
Hydroxyharnstoff gehemmt wird. O v a l i c i n b e e i n f l u ß t daher weit-
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gehend die DNA-Replikation, da der A n t e i l der Reparatursynthese 
an der Gesanit-DNA-Synthese gering zu sein s c h e i n t . 
<5. E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den Thymidineinbau zwischen der 1 5 . 
und 3 0 . Stunde nach Con A-Zugabe 
Was i s t nun aber die Ursache für die u n v o l l s t ä n d i g e Hemmung der 
DNA-Replikation? Sehr wahrscheinlich die H e t e r o g e n i t ä t der ver-
wendeten Z e l l e n , die eine Mischung verschiedener Lymphozytenpopu-
lationen d a r s t e l l e n und s i c h i n Art und Entwicklungszustand unter-
scheiden. H i e r f ü r erbrachte die Analyse der DNA-Synthesekinetik i n 
kurz aufeinanderfolgenden [^HJThymidinpulsen zwischen der 1 5 « und 
3 0 . Stunde nach Con A-Zugabe die ersten Hinweise. Untersucht man 
die DNA-Synthese Con A- s t i m u l i e r t e r M i l z z e l l e n i n e i n s t ü n d i g e n 
[•^H]Thymidinpulsen, so findet man ü b e r r a s c h e n d e r w e i s e i n der Kon-
t r o l l k u l t u r u n g e f ä h r 20 Stunden nach Con A-Zugabe a u ß e r h a l b der 
Fehlerbreite*^ eine z e i t l i c h begrenzte, beschleunigte Zunahme der 
Thymidineinbaurate ( F i g . 1 1 a ) . Nach u n g e f ä h r v i e r Stunden v e r l ä u f t 
der Einbau im untersuchten Z e i t i n t e r v a l l wieder e x p o n e n t i e l l , j e -
doch deutl i c h langsamer a l s zwischen der 1 3 » und 2 1 . Stunde ( F i g . 
1 1 b ) . In Gegenwart von O v a l i c i n wiederholt s i c h der z e i t l i c h e Ver-
l a u f des Thymidineinbaus nicht einfach auf reduziertem Niveau. 
Uber lange Zeit bauen Ovalicin-gehemmte Z e l l e n mit a n n ä h e r n d g l e i -
cher, exponentieller Zunahme Thymidin e i n ( F i g . 1 1 b ) . Daraus re-
s u l t i e r t eine unterschiedliche Hemmung des Thymidineinbaus zu ver-
schiedenen Zeiten nach Lektinzusatz ( F i g . 11a i n s e t ) . Um e i n Arte-
fakt i n den Kulturbedingungen a u s z u s c h l i e ß e n , wurde die Hemmung 
des Thymidineinbaus i n dr e i weiteren von einander u n a b h ä n g i g e n Ver-
suchen, hierbei jedoch nur zur 2 2 . und 3 0 . Stunde, bestimmt. Auch 
diese Versuche ergaben einen deutlichen Unterschied zwischen den 
Hemmwerten ( F i g . 1 2 ) . 
Was kann nun diese z e i t l i c h begrenzte Ä n d e r u n g der DNA-Synthese-
Hemmung ( F i g . 11a i n s e t ; F i g . 12) bedeuten? Eine unterschiedliche 
Die doppelt bestimmten M e ß w e r t e wichen im Durchschnitt um 2 . 4 % 
vom Mittelwert ab. 
Inkubationsdauer (h) 
F i g . 11 Wirkung von O v a l i c i n auf die Kine t i k des Thymidineinbaus s t i m u l i e r t e r M i l z z e l l e n 1 5 - 3 0 Stun-
den nach Con A-Zugabe (Legende s. nächste Seite) 
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:
1 i. o^e ne
 T
.ek t i n e n i c h t a l l e g l e i c h -
z e i t i g st i m u l i e r t , so daß d i e h e l l e r , a s y n c h r o n p r o l i f e r i e r e n . 
Dadurch treten s i e zu sehr unterschiedlichen Heiter nach K i -
togenkontakt - im Extremfall mit mehreren Tagen Differenz -
zum ersten H a i i n die 3-Phase ein ( S ö r e n ,
 1
h ? h ; dasinska et 
a l « , iy,-u; Steffen und Stolzmann, »96H;. Die Ursache dafür 
kann i n der '.'ariabilit.lt der - P h a s e n l ä n g e i n d i v i d u e l l e r 
Zeilen oder von Subpopuj.- ticr.or. liegen* Hon Con A i s t bekannt, 
dal os d i r e k t nur bestimmte Hubpopulationen von T-Hymphczyten 
zur P r o l i f e r a t i o n anregt ( F r e i i n g e r , 1977; Andersson et a l . , 
1972). In einem T/E-Zellgemisch k ö n n e n wahrscheinlich ."-Zei-
len über l o s l i c h e Faktorei: a k t i v i e r t werden, die Con A ~ c t i t u -
l i e r t e T-Zellen sezerniere n (Andersson et a l . , 1972; wertere 
Beispiele für Con A-of i muiierunr von B-Zcl ien in CouLinho et 
— . , i ^ / i i l l ^ - . . : . . - -C \ * 7 7 7 \ lugraby et a l . , 19 7 :~* 
Janossy et a l . , 1973). 
Für das zuvor beschriebene ixperimerit ergibt s i c h daraus a l s 
mögliche E r K l ä r u n g , daß nach Mitogenzugabe z e i t l i c h versetzt 
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F i g . 12 K o n z e n t r a t i o n s a b h ä n g i g k e i t der Wirkung von O v a l i c i n 
auf den Thymidineinbau von M i l z z e l l e n 22 und 30 Stun-
den nach Mitogenzugabe 
Versuchsbedingungen wie i n F i g . 6 beschrieben. Den k ml A n s ä t -
zen ( s . Methode ^a/3) wurden einmal 22 h (#) und einmal 30 h 
(O) nach Mitogenzugabe Proben der Zellsuspension für die Be-
stimmung des Thymidineinbaus entnommen ( s . Methode 7 a ) . 
100 % Werte der DNA-Synthese: t = 22 h 9 128 + 195 IpM 
t = 30 h 20 896 + 819 IpM 
verschiedene Lymphozytensubpopulationen zum ersten Mal i n die 
S-Phase e i n t r e t e n , wobei die einzelnen Subklassen i n unter-
schiedlichem Maße O v a l i c i n s e n s i t i v s i n d . 
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Man s o l l t e a l l e r d i n g s noch eine weitere E r k l ä r u n g s m ö g l i c h k e i t 
für diesen Effekt im Auge behalten. Die Geschwindigkeit der 
Metabolisierung von exogen angebotenem Thymidin ändert sich 




 (Usher und R e i t e r , 1 9 7 7 ) » 
Wenn O v a l i c i n diese V o r g ä n g e b e e i n f l u ß t , könnte dies durch 
Ä n d e r u n g der spezifischen A k t i v i t ä t des Thymidins einen von 
den K o n t r o l l z e l l e n abweichenden Thymidineinbau v o r t ä u s c h e n , 
o) Analyse des Thymidineinbaus einzelner Lymphozyten 
Die u n v o l l s t ä n d i g e Hemmung des Thymidineinbaus durch Ova l i c i n 
a l s Folge der H e t e r o g e n i t ä t der Zellen läßt s i c h aber auf 
Grund der folgenden E r k l ä r u n g auch durch die Analyse der DNA-
Synthese i n einzelnen Zellen prüfen: 
Nur ein T e i l der Zell e n i s t s e n s i t i v g e g e n ü b e r O v a l i c i n . Es 
gibt Subpopulationen, die durch O v a l i c i n nicht beeinflußt wer 
den. Ihre DNA-Synthese wird a l s Restsynthese s i c h t b a r . 
T r i f f t diese E r k l ä r u n g nicht zu, so s o l l t e n a l l e p r o l i f e r i e -
rende Z e l l e n durch O v a l i c i n i n gleichem Maße gehemmt werden. 
Die Hemmung kann dann aber nicht v o l l s t ä n d i g s e i n , so daß bei 
a l l e n Z e l l e n eine g l e i c h g r o ß e R e s t a k t i v i t ä t der DNA-Synthese 
b l e i b t . Dies wäre z.B. der F a l l bei Verminderung der Replika-
ticnsgeschwindigkeit der DNA ( v g l . Fillingame et a l . 1975)• 
Das Ergebnis der Feinanalyse der DNA-Synthesekinetik läßt ver 
muten, daß die erste E r k l ä r u n g z u t r i f f t . 
Mit H i l f e autoradiographischer Methoden kann man den Thymidin 
einbau einzelnder Zellen q u a l i t a t i v und qu a n t i t a t i v messen 
( s . z.B. Hünig et a l . , 197^-) * Markiert man die DNA von Lympho 
zyten mit einem radioaktiven Isotop, indem man für bestimmte 
Zeiten ^c] Thymidin a l s D N A - V o r l ä u f e r im Kulturmedium anbie-
t e t , so i s t es m ö g l i c h , nach Autoradiographie der Zellen i n 
einer strahlungsempfindlichen Fotoemulsion für jede Zelle die 
DN A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t q u a l i t a t i v und qua n t i t a t i v nachzuv/eisen 
Findet man i n der näheren Umgebung einer Z e l l e eine über der 
Hintergrundsmarkierung liegende Anzahl von S i l b e r k ö r n e r n , so 
hat die Z e l l e [
1
^c]Thymidin aufgenommen. Die Zahl der Kör n e r 
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i s t ein M a ß für die w ä h r e n d des Pulses s y n t h e t i s i e r t e DNA
+
\ 
Welches Ergebnis würde man nun erwarten, wenn die zuerst an-
gegebene Deutung nicht z u t r i f f t ? Bei g l e i c h m ä ß i g e r Hemmung 
des Thymidineinbaus s o l l t e der A n t e i l markierter Z e l l e n i n 
gehemmten und ungehemmten Lymphozytenkulturen g l e i c h groß 
sein« Die durchschnittliche Anzahl der S i l b e r k ö r n e r pro mar-
k i e r t e r Z e l l e s o l l t e jedoch i n Gegenwart von O v a l i c i n , ent-
sprechend der Hemmung des Thymidineinbaus i n säure f ä l l b a r e s 
Z e l l y s a t , reduziert sein« 
G i l t die zuerst angegebene Deutung, so wird das umgekehrte 
Ergebnis erwartet, vorausgesetzt die resistenten Subpopula-
tionen s y n t h e t i s i e r e n DNA mit gleicher Geschwindigkeit wie 
die ü b r i g e n Zellen« 
A n a l y s i e r t man nun die i n einem v i e r s t ü n d i g e n [1 ^c]Thymidin-
puls zwischen der 3 6 « und 40« Stunde nach Con A- und O v a l i c i n -
zugäbe (Endkonzentration: 2 x 10 M) markierten Lymphozyten 
nach Entwicklung der Autoradiographie, so findet man im Ver-
gl e i c h mit K o n t r o l l z e l l e n ohne O v a l i c i n nur eine 15 % Reduk-
t i o n des Thymidineinbaus i n einzelne Z e l l e n (Tab« 5 ) + + ^ » 
Hierbei geht man von der vereinfachenden Annahme aus, daß 
die G r ö ß e des Thymidinpools im Vergleich zum i n DNA-einge-
bauten Thymidin zu v e r n a c h l ä s s i g e n i s t und Ze l l e n a u ß e r -
halb der S-Phase kein exogenes Thymidin i n den ze l l u l ä r e n 
Pool a u f n e h m e n « In der Tat betr ä g t der A n t e i l der sä u r e -
l ö s l i c h e n R a d i o a k t i v i t ä t - i n einem orientierenden Ver-
such gemessen - nur rund 10 % der w ä h r e n d eines 2 h [3H] 
Thymidinpulses (spezifische R a d i o a k t i v i t ä t : 6 Ci/mMol) i n 
säure fällbare Polymere eingebaute R a d i o a k t i v i t ä t « Weiter-
hin s p r i c h t das sele k t i v e ü b e r l e b e n von nicht i n S-Phase 
b e f i n d l i c h e r Zellen bei [3H]Thymidingaben hoher s p e z i f i -
scher A k t i v i t ä t (»not pulse technique» nach Dutton und 
M i s h e l l , 1 9 6 7 ; Andersson und Melchers, 197^) für eine Kopp-
lung zwischen DNA-Synthese und T h y m i d i n a u f n ä h m e , so daß 
nicht i n DNA-Synthese befindliche Z e l l e n nicht markiert wer-
den dürften« 
Dieses Experiment wurde i n Zusammenarbeit mit Thomas H ü n i g 
1977 d u r c h g e f ü h r t « 
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Tab« 5 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den Thymidineinbau einzelner, 
Con A s t i m u l i e r t e r M i l z z e l l e n 
2 A n s ä t z e mit je 33 x 10^ Z e l l e n wurden ohne Vorinkubation 
durch Zugabe von Con A (Endkonzentration: 1 ug/ml) und 2-Mer-
c a p t o ä t h a n o l (Endkonzentration: 10"^ M) s t i m u l i e r t ( s . Metho-
de 4 a / 3 ) . Eine Kultur e r h i e l t z u s ä t z l i c h mit dem Mitogen Ova-
l i c i n i n einer Endkonzentration von 2 x 10~? M. 36 h nach Mi-
togenzugabe wurden je Kultur 4 x 0 . 9 ml Zellsuspension ent-
nommen ( s . Methode 7a) und die H ä l f t e der Proben für 4 h mit 
PH] Thymidin (1 uCi/ml; 6 . 7 Ci/mMol), die andere Hälfte mit 
l^C Thymidin (1 uCi/ml; 0 . 0 6 2 Ci/mMol) i n k u b i e r t . Von den 
[ H] markierten Ze l l e n wurde die sä u r e u n l ö s l i c h e Radioaktivi-
tät bestimmt ( s . Methoden Sa/J, 1 0 a ) . Die [ 1 ^c] markierten Z e l -
len wurden für die Autoradiographie p r ä p a r i e r t ( s . Methode 
1 1 b a ) , 2 Tage exponiert ( s . Methode 11b/J), Giemsa gefärbt 
( s . Methode 11 \ > y ) und die Anzahl markierter Z e l l e n und ihre 
M a r k i e r u n g s s t ä r k e bestimmt ( s . Methode 11b<5). 
- O v a l i c i n + O v a l i c i n Plemmung (%) 
A n t e i l markierter Zellen (%) 48 34 30 
durchschnittliche Anzahl 
von S i l b e r k ö r n e r n / Z e l l e 144 123 15 
p H ] Thymidineinbau (IpM) 23 541 




Dagegen konnte man eine deutliche Verringerung der Anzahl Thy-
midin inkorporierender Z e l l e n messen (30 % Hemmung; Tab. 5 ) . 
Die Reduktion des An t e i l s markierter Ze l l e n durch O v a l i c i n 
entspricht weit mehr der i n P a r a l l e l a n s ä t z e n bestimmten Hem-
mung des Thymidineinbaus i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t von 44 % 
(Tab. 5)> a l s die Hemmung der DNA-Synthese einzelner Z e l l e n . 
In 3 von 4 Versuchen wurden ähn l i c h e Ergebnisse, e r z i e l t . Die-
se Resultate deuten hin auf eine bevorzugte Hemmung von Lym-
phozytensubpopulationen durch O v a l i c i n . 
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Die i n Gegenwart von O v a l i c i n gefundene Reduktion der Zahl mar-
k i e r t e r Z e l l e n i s t a l l e r d i n g s immer s i g n i f i k a n t k l e i n e r a l s die 
Hemmung des Thymidineinbaus i n den sä u r e f ä l l b a r e n A n t e i l des Z e l l -
l y s a t s ( v g l . Tab. 5 ) . Eine E r k l ä r u n g s m ö g l i c h k e i t i s t die E r n i e d r i -
gung der Zahl markierter Z e l l e n durch Bildung schlecht auswert-
barer Zellaggregate, die si c h h a u p t s ä c h l i c h aus g r o ß e n , markier-
ten Z e l l e n zusammensetzen (eigene Beobachtungen; Ling und Kay, 
1975)* O v a l i c i n gehemmte Lymphozyten aggregieren jedoch auch un-
ter dem Ei n f l u ß von Con A, mö g l i c h e r w e i s e i n geringerem A u s m a ß 
(ohne Beleg). Interessant i s t i n diesem Zusammenhang die Beobach-
tung, daß bei autoradiographischer Analye von nur schwach durch 
M e r c a p t o ä t h a n o l s t i m u l i e r t e M i l z z e l l e n ( v g l . F i g . 3 5 ; Lemke und 
Opitz , 1976; Opitz et a l . , 1978; Goodman und Weigle, 1977) und 
von Con A-aktivierten Milzlymphozyten, be r e i t s 20 Stunden nach 
Lektinzugabe - i n beiden Fäl l e n i s t die Zellaggregatbildung ge-
ri n g - die Reduktion des A n t e i l s der markierten Ze l l e n durch Ova-
l i c i n g r ö ß e r i s t und somit besser mit der direkt gemessenen Hem-
mung des Thymidineinbaus ü b e r e i n s t i m m t (ohne Beleg). A l l e r d i n g s 
kann die Diskrepanz zwischen der Hemmung des Thymidineinbaus durch 
O v a l i c i n und der Reduktion des An t e i l s markierter Ze l l e n nicht 
a u s s c h l i e ß l i c h auf M e ß f e h l e r durch die unterschiedliche Aggre-
gation der Zellen z u r ü c k g e f ü h r t werden, da sich ähnliche Unter-
schiede ergeben, wenn man bei der Auswertung der Autoradiographie 
nur i s o l i e r t e E i n z e l z e l l e n b e r ü c k s i c h t i g t (ohne Beleg). 
Zur genaueren Analyse dieser Diskrepanz wurde die Markierungsge-
schwindigkeit der Lymphozyten mit und ohne O v a l i c i n bestimmt. 39 
Stunden nach Con A-Zugabe wurde zu g l e i c h z e i t i g aus Kulturflaschen 
entnommenen Zellproben |_ CJ Thymidin zugegeben. Hierauf wurde s t ü n d -
l i c h je eine Probe mit und ohne Hemmstoff auf E i s g e s t e l l t und für 
die Autoradiographie v o r b e r e i t e t . P a r a l l e l dazu wurde die Hemmung 
des Thymidineinbaus i n das sä u r e u n l ö s l i c h e Z e l l y s a t bestimmt ( F i g . 
1 3 a ) . Man beobachtet bei den K o n t r o l l z e l l e n im untersuchten Z e i t -
i n t e r v a l l von 39 bis 5 2 . 5 Stunden nach Con A-Zugabe eine weitgehend 
konstante Synthesegeschwindigkeit, währen d sie mit O v a l i c i n nach 
4 Stunden a b f ä l l t ( F i g . 1 3 a ) . Daraus r e s u l t i e r t eine von 45 % 
(t = 3 9 ) auf 70 % (t = 5 2 . 5 ) zunehmende Hemmung des Thymidinein-
baus bei Anwesenheit von O v a l i c i n ( F i g . 13c ; v g l . auch F i g . 3 6 ) . 
Hemmung des Thymidin-
einbaus Co) markierte Zellen ('„) pH]Thymidineinbau ( IpMx lO 4 ) 
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Der Zunahme des Thymidineinbaus i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t 
entspricht einer A n h ä u f u n g markierter Zeilen« Nach einer an-
fän g l i c h l i n e a r e n Zunahme des A n t e i l s markierter Z e l l e n i n der 
K o n t r o l l k u l t u r ohne O v a l i c i n von 3 8 % auf 53 % wird der Zuwachs 
nach 6 Stunden langsamer ( F i g . 1 3 b ) . Nach 13*5 Stunden sind 
fast 3 / 4 a l l e r Zellen markiert. Eine g e r i n g f ü g i g h ö h e r e Merkie-
rungsrate Con A-sti m u l i e r t e r M ä u s e m i l z z e l l e n 48 Stunden nach 
Mitogenkontakt p u b l i z i e r t e n H a r r i s und Olsen ( 1 9 7 6 ) . In Gegen-
wart von O v a l i c i n findet man ebenf a l l s eine z e i t l i c h e Zunahme 
der markierten Z e l l e n , a l l e r d i n g s mit ve r r i n g e r t e r Geschwindig-
k e i t . Nach 7 Stunden b l e i b t der A n t e i l markierter Z e l l e n kon-
stant ( F i g . 1 3 b ) . Dies wird m ö g l i c h e r w e i s e dadurch hervorgeru-
fen , daß s i c h Lymphozyten nach rund 50 s t ü n d i g e r O v a l i c i n e i n -
wirkung nicht mehr t e i l e n k ö n n e n . Die verlangsamte Zunahme der 
Zahl markierter Zellen i n der Kultur ohne O v a l i c i n bei l ä n g e r e n 
rl 4 T 
L CJThymidinpulsen dürfte dann auf markierte T o c h t e r z e l l e n 
z u r ü c k z u f ü h r e n s e i n , die b e r e i t s i n der E l t e r n z e l l e radioak-
t i v markierte DNA mitbringen k ö n n e n . G e s t ü t z t wird diese Deu-
t u n g s m ö g l i c h k e i t durch folgenden Versuch: 
Bestimmt man zu verschiedenen Zeiten nach Con A-StimuJLation 
F i g . 13 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den Thymidineinbau i n das 
säur e u n l ö s l i c h e Z e l l y s a t s t i m u l i e r t e r Lymphozyten und 
die Thymidinaufnahme einzelner Z e l l e n 
Nach 8 st ü n d i g e r Vorinkubation wurden 100 x 10^ Z e l l e n wie 
i n Tab. 4 beschrieben, s t i m u l i e r t . E i n Ansatz e r h i e l t mit dem 
Mitogen O v a l i c i n i n einer Endkonzentration von 2 x 10*"? M. 39 
h später werden 0 . 9 ml Proben i n kleine K u l t u r r ö h r c h e n ge-
füllt ( s . Methode 7a) und mit [-%] Thymidin (0 . 2 5 uCi/ml; 0.06 
Ci/mMol) bzw. mit [
1
 ^ c] Thymidin (0 . 2 5 uCi/ml; 0 . 0 6 Ci/mMol) 
versetzt ( s . Methode 7c). Nach den i n der Abszisse angegebe-
nen Zeiten wurde der [3H]Thymidineinbau i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s 
Zellysat (a) bestimmt ( s . Methode 8 a ß , 10a) und die [
1z
+c] Thy-
midin markierten Zellen für die Autoradiographie p r ä p a r i e r t 
( s . Methode l l b a ) . Nach einer Expositionsdauer von 32 h wurde 
der A n t e i l markierter Z e l l e n (b) e r m i t t e l t ( s . Methode I1b<5). 
c) Es wurden die aus (a) bzw. (b) errechnete Hemmung des 
[^Hj'Thymidin- (A) bzw. ['^c] Thymidineinbaus (•) aufgetragen. 
O - O v a l i c i n „ 
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LUX lu vor. . . V a I l C 2 sie v o n I.,y m ph o z y t c n 
lCu 11 ur be u ingungon wie i n F i g . 40 beschrieben. Zu den angegebe-
nen Zeiten wurden den stimulierten Lymphozytensuspensionen 
mit und ohne o v a l i c i n C o ml Proben (t - 60: 2 hroten von je 
C.5 ö l ) entnommen und die Zahl der Zellen/ml und der A n t e i l 
mit Trypanblau a n f ä r b b a r e n Zellen bestimmt ( s . Methode 5 ) . 
Die Bestimmung der Z e l l z a h l v/urde pro Probe 2 - 6 mal durch-
geführt • 
von Lymphozyten die Zahl der Zellen pro ml, so findet man e i -
ne stetige Abnahme der Z e l l d i c h t e . 36 Stunden nach Mitogenzu-
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gäbe sind u n g e f ä h r 75 % der bei Versuchsbeginn (t = o) vor-
handenen Z e l l d i c h t e e r r e i c h t . Ab 48 Stunden nach Mitogenzusatz 
s t e i g t die Z e l l d i c h t e jedoch wieder an und ü b e r s c h r e i t e t 12 
Stunden sp ä t e r die u r s p r ü n g l i c h (t = 0 ) vorhandene Zellkonzen-
t r a t i o n . In Gegenwart von O v a l i c i n fällt die Z e l l z a h l bei e i -
nem fast g l e i c h g r o ß e n A n t e i l T r y p a n b l a u - a n f ä r b b a r e r Z e l l e n 
nur g e r i n g f ü g i g rascher ab a l s bei den K o n t r o l l z e l l e n . Diese 
Abnahme der Z e l l z a h l setzt s i c h auch ü b e r die 4 8 . Stunde nach 
Versuchsbeginn f o r t ( F i g . 1 4)«Es b l e i b t also die bei den Lym-
phozyten ohne O v a l i c i n beobachtete Zellvermehrung aus ( v g l . 
dazu auch Gerhart et a l . , 1 9 7 6 ) . 
Aus den weiter oben beschriebenen Markierungskinetiken der 
Lymphozyten mit und ohne O v a l i c i n ( F i g . 13) kann man ersehen, 
daß O r a l i c i n , wie i n dem i n Tab. 5 dargestellten Versuch 
die Bildung markierter Z e l l e n hemmt. Diese Hemmung nimmt, wie 
die Reduktion des Thymidineinbaus i n s ä u r e f ä l l b a r e s M a t e r i a l 
mit der Zeit zu ( F i g . 1 3 c ) , i s t im Durchschnitt jedoch nur 
halb so groß ( F i g . 1 3 c ) . 
Nach Mitogenkontakt findet vor E i n t r i t t der a k t i v i e r t e n Lym-
phozyten i n die S-Phase eine Differenzierung des kleinen Lym-
phozyten zur g r ö ß e r e n B l a s t z e l l e s t a t t (Ling und Kay, 1975; 
Janossy, 1972; Moerman et a l . , 1977)* Dies läßt s i c h auch z e i -
gen, wenn man die Z e l l e n des oben d a r g e s t e l l t e n Versuchs -
markiert oder unmarkiert - nach i h r e r Größe ordnet und ihre 
jeweilige H ä u f i g k e i t a u f t r ä g t . Man findet wie auch bei Phyto-
h ä m a g g l u t i n i n s t i m u l i e r t e n peripheren Blutlymphozyten von 
Mensch und Kanninchen (Knight, 1965) eine bevorzugte Markie-
rung der grö ß t e n Lymphozyten ( F i g . 15)> die s i c h a l l e r d i n g s 
nach läng e r e n Pulsen zu Gunsten k l e i n e r e r Z e l l e n verschiebt 
( F i g . 15, - Ov a l i c i n ) » Daraus kann man s c h l i e ß e n , daß kl e i n e -
re Zellen Thymidin langsamer einbauen a l s große Z e l l e n . Dies 
wird durch Bestimmung der mittleren M a r k i e r u n g s i n t e n s i t ä t 
einzelner G r ö ß e n k l a s s e n b e s t ä t i g t . Uber kleinen Z e l l e n findet 
man nach Autoradiographie im Durchschnitt eine geringere An-
zahl von S i l b e r k ö r n e r n a l s bei großen (ohne Beleg). Dieser Be-
fund v/eist auf Lyraphozytensubpopulationen h i n , die sich nach 
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Größe und S-Phaselänge unterscheiden. Bei den k l e i n e r e n , im 
Durchschnitt geringer markierten Z e l l e n k ö n n t e es s i c h jedoch 
auch um Tochterzellen handeln, die nach e r f o l g t e r Mitose s i c h 
mit dem Genmaterial auch die i n die DNA der Mutterzelle inkor-
porierte R a d i o a k t i v i t ä t t e i l e n . 
O v a l i c i n gehemmte Milzlymphozyten bilden fast im gleichen Ma-
ße wie K o n t r o l l z e l l e n B l a s t z e l l e n nach Con A-Stimulation 
( v g l . Abschnitt B1b und C4). F a l l e n nun bestimmte G r ö ß e n k l a s -
sen markierter Zellen v ö l l i g aus? Dies i s t nicht der F a l l . 
^c] Thymidin-inkorporierende Lymphozyten zeigen nach rund 
48 s t ü n d i g e r Ovalicineinwirkung eine ä h n l i c h e G r ö ß e n v e r t e i l u n g 
wie die markierten Zellen ungehemmter Lymphozyten ( F i g . 1 5 ) » 
Im Gegensatz zu ungehemmten Ze l l e n b l e i b t jedoch die V e r t e i -
lung der markierten Ze l l e n ü b e r die verschiedenen G r ö ß e n k l a s -
sen t r o t z zunehmender P u l s l ä n g e weitgehend g l e i c h ( F i g . 1 5 a-c). 
Dies hat zur Folge, daß die Bildung der kleinen markierten 
Zel l e n stärker gehemmt wird ( F i g . 1 5 a-c), da i n ungehemmten 
Kulturen mit längeren Pulsen zunehmend kleinere Lymphozyten 
markiert werden. 
Aus diesen Versuchen lassen s i c h folgende S c h l ü s s e ziehen: 
Eindeutig kann man a l s Ursache eine generelle Verlangsamung 
der S-Phase a u s s c h l i e ß e n , da die Hemmung der mittleren Z e l l -
markierung nur gering durch O v a l i c i n e r n i e d r i g t wird, zum an-
deren die Zahl der markierten Ze l l e n i n Gegenwart des Toxins 
deutlich vermindert i s t . Auf der anderen Seite kann die Hem-
F i g . 15 Einfluß von O v a l i c i n auf die H ä u f i g k e i t s v e r t e i l u n g 
des Durchmessers unmarkierter und [^C] Thymidin mar-
k i e r t e r Lymphozyten 
Stimulation, Markierung und Autoradiographie der Zellen er-
folgte wie i n F i g . 13 beschrieben. Der Durchmesser der M i l z -
z e l l e n wurde wie i n Methode 16b beschrieben e r m i t t e l t . 
[
1Zf
c] Thymidinpulse: 2 h ( a ) , 6 h (b) und 1 3 » 5 h (c) 
s c h r a f f i e r t e F l ä c h e : markierte Z e l l e n 
unschraffierte F l ä c h e : markierte und unmarkierte Zellen 
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mung nicht a u s s c h l i e ß l i c h auf die Ausschaltung einer s e n s i t i -
ven Subpopulation bei v ö l l i g e r Schonung der ü b r i g e n Subklas-^ 
sen z u r ü c k g e f ü h r t v/erden. Die g l e i c h z e i t i g e Reduktion der An-
zahl markierter Z e l l e n und im geringerem Maße der Markierungs-
in t e n s i t ä t sprechen eher für eine V e r l ä n g e r u n g der Z e l l z y k l u s -
phasen. Dadurch treten innerhalb eines bestimmten Zeitraums 
weniger Zel l e n i n die S-Pase e i n , w ä h r e n d der die Zell e n pro 
Ze i t e i n h e i t weniger R a d i o a k t i v i t ä t inkorporieren. Die Ergeb-
nisse lassen a l l e r d i n g s keine Aussage d a r ü b e r zu, ob von der 
Ausdehnung des Ze l l z y k l u s a l l e Z e l l e n , oder nur Lymphozyten 
einer bestimmten Subklasse betroffen s i n d . Es i s t jedoch auch 
m ö g l i c h , daß die resistente Subpopulation von vornherein e i -
nen l ä n g e r e n Z e l l z y k l u s aufweist. 
c) Unterscheiden s i c h Lymphom- und Myclomzellen i n i h r e r Empfind-
l i c h k e i t g e g e n ü b e r Ovalicin? 
Die i n den voran gegangenen Abschnitten beschriebenen Versu-
che ergaben Hinweise auf eine besondere Empfindlichkeit e i n -
zelner Lymphozytensubpopulationen. Welche Subpopulationen 
kommen dafür i n Frage? 
Lymphozyten k ö n n e n anhand von O b e r f l ä c h e n a n t i g e n e n i n zwei 
Kauptgruppen u n t e r t e i l t werden: 
T-Zellen - mit einem A n t e i l von 30 - 33 % (Raff und Owen, 
1971) - mit dem z e l l s p e z i f i s c h e n P roteine auf der Z e l l o b e r f l ä -
che und B-Zellen, die u n g e f ä h r 50 - 55 % a l l e r M i l z z e l l e n aus-
machen, mit I m m u n g l o b u l i n m o l e k ü l e n a l s O b e r f l ä c h e n m a r k e r 
(Janossy et a l . , 1 9 7 3)• Die T-Zellen setzen s i c h aus mehreren 
Untergruppen zusammen, die durch Funktion und weitere O b e r f l ä -
chenantigene c h a r a k t e r i s i e r t sind ( F r e i i n g e r , 1977)• 
Von beiden Hauptgruppen gibt es eine Anzahl permanenter Z e l l -
l i n i e n aus M ä u s e n , die zumindest einige für ihre Gruppe cha-
r a k t e r i s t i s c h e Eigenschaften t r o t z 'Transformation* behalten 
haben. Die von Horibata und Harris ( 1 9 7 0 ) beschriebenen Lym-
phomalinien ä h n e l n i n i h r e r S e n s i t i v i t ä t g e g e n ü b e r Glukocor-
t i c o i d e n unreifen Thymozyten (Claman, 1 9 7 2 ) . Wie s t i m u l i e r t e 
B-Zellen (Plasmablastzellen) haben v i e l e Myelomlinien die 
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F ä h i g k e i t zur Produktion und Sekretion von A n t i k ö r p e r n oder 
zumindest von Untereinheiten beibehalten. Sie sind weit weni-
ger empfindlich g e g e n ü b e r Hydrocortison (Horibata und H a r r i s , 
1970), was auch für Plasmazellen beschrieben wird (Trowell, 
1958). Es erscheint also s i n n v o l l diese monoklonalen lympho-
iden Z e l l e n a l s a n g e n ä h e r t e s Modell für reine Lymphozytensub-
populationen zur Untersuchung biochemischer Eigenschaften ei n -
zusetzen. 
U. Gehring ( 1 9 7 7 ) untersuchte, auf unseren Vorschlag h i n , die 
Wirkung von O v a l i c i n auf eine Lymphoma- (S49•1 IG3) und 2 
Myelomalinien (C1.18; R P C 5 . 4 ) aus .Mäusen. S49«1 IG3 i s t e i n 
Subklon der S 4 9 « 1 - L y m p h o m l i n i e , die b e r e i t s i n K a p i t e l AI be-
schrieben wurde. Die Myelomlinie C1.18 stammt von C 3 H - M ä u s e n 
(Horibata und H a r r i s , 1970), R P C 5 » 4 - M y e l o m z e l l e n von Balb/c-
M ä u s e n (U. Gehring, p e r s ö n l i c h e M i t t e i l u n g ) ; beide produzieren 
IgG 2 a - A n t i k ö r p e r (U. Gehring, pe r s ö n l i c h e M i t t e i l u n g ) . Als 
M e ß p a r a m e t e r zur Bestimmung der Z e l l p r o l i f e r a t i o n diente die 
Z e l l z a h l . In den Kontrollkulturen vermehrten s i c h die Z e l l e n 
a n n ä h e r n d exponentiell mit unterschiedlicher Generationszeit. 
S49»1 IG3-Lymphomzellen verdoppeln s i c h innerhalb von c a . 15 
Stunden, C1.18-Myelomzellen innerhalb von 20 Stunden. Die 
Längen beider Z e l l z y k l e n stimmen mit den von Horibata und 
Harris(1970) ermittelten Werten gut ü b e r e i n (16 bzw. 20 Stun-
den). Der Z e l l z y k l u s von R P C 5 » 4 - M y e l o m z e l l e n dauert rund 30 
Stunden ( F i g . 16). In Gegenwart von 2 x 10 M O v a l i c i n k ö n -
nen die Z e l l e n a l l e r 3 L i n i e n 2 - 3 Z e l l z y k l e n ungehindert 
durchlaufen, bis eine Reduktion der Z e l l z a h l s i c h e r m e ß b a r 
wird ( F i g . I6a,b,c). 50 % Hemmung der Z e l l z a h l werden für 
S49.1 IG3-Lymphomzellen nach rund 45 Stunden, für C1.18-Mye-
lomzellen nach 95 Stunden und für RPC5«4-Myelomzellen nach 
ungefähr 125 Stunden e r r e i c h t (inset F i g . 16a). Nach län g e r e r 
Einwirkungsdauer setzen Vermehrungshemmung und Z e l l t o d ein 
( F i g . I6b,c). Die D o s i s a b h ä n g i g k e i t der Ovalicinhemmung wur-
de an S49.1 IG3- und RPC5»4-Zellen untersucht. Die Z e l l v e r -
mehrung der S49«1 IG3-Lymphomlinie wird nach 3 t ä g i g e r Toxin-
einwirkung bei ä h n l i c h niedrigen Ovalicindosen gehemmt, wie 
0 50 100 150 200 50 100 150 200 50 100 150 200 
Inkubationsdauer (h) 
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der Thymidineinbau i n Mäuserailzzellen, S49 . 1 - ? 3T6- und HeLa-
Z e l l e n ( F i g . 6 , 6 ) . Nach g l e i c h langer Einwirkung von n i e d r i -
gen Ovalicinkonzentrationen b l e i b t dagegen die Myelomalinie 
u n b e e i n f l u ß t . Erst bei hohen Dosen (größer 2 x 10~^ M) t r i t t 
ein wahrscheinlich unspezifischer E f f e k t auf ( F i g . 17)> der 
schon bei M i l z z e l l e n beobachtet wurde ( F i g . 6 ) . 
E r s t a u n l i c h i s t die langsame A u s p r ä g u n g der Wachstumshemmung 
durch O v a l i c i n bei a l l e n 3 untersuchten lymphoiden Z e l l i n i e n . 
Die T-Lymphomzellen werden jedoch d e u t l i c h rascher gehemmt 
a l s beide Myelomalinien. Dies könnte auf eine g r ö ß e r e Empfind-
l i c h k e i t von Lymphozytensubpopulationen der T-Reihe hinweisen. 
B e r ü c k s i c h t i g t man a l l e r d i n g s die Z y k l u s l ä n g e n der einzelnen 
Z e l l i n i e n , so fällt auf, daß Resistenz ( F i g . 16) und Z e l l z y k l u s -
dauer (S. 73) p o s i t i v miteinander k o r r e l i e r e n . Erat nach Untersu-
chung einer g r ö ß e r e n Palette von Lymphom- und Myelomlinien be-
sonders von Lymphornalinien mit langer und Myelomalinien mit 
kurzer Verdopplungsdauer) wird es m ö g l i c h s e i n zu entscheiden, 
ob S49»1 IG3-Zellen aufgrund i h r e r Z u g e h ö r i g k e i t zu T-Lymphom-
l i n i e n , oder wegen ihres kurzen Z e l l z y k l u s rascher gehemmt 
werden. 
Zusammenfassend läßt sich ü b e r die i n Abschnitt 3 d a r g e s t e l l t e n 
Versuche sagen: 
F i g . 16 Wirkung von O v a l i c i n auf die Zellvermehrung von S49«1 
IG3-Lymphomzellen und 01.18- und RPC5 .4-Myelomzellen 
Nach Gehring, 1977 ( p e r s ö n l i c h e M i t t e i l u n g ) : „ 
Exponentiell wachsende Z e l l e n e r h i e l t e n 2 x 10 M O v a l i c i n . 
Zu den angegeben Zeiten wurden den Kulturen mit und ohne Hemm-
s t o f f Proben entnommen und mit dem H ä m o z y t o m e t e r die Z e l l z a h l 
pro ml bestimmt. Durch V e r d ü n n e n mit frischem Medium wurde . 
die Zellkonzentration zu verschiedenen Zeiten immer wieder 
neu e i n g e s t e l l t , s o d a ß die Z e l l d i c h t e nicht ü b e r 1 .3 - 2.0 x 
1 0° Zellen/ml a n s t i e g . 
a) S49.1 IG3-Lymphomzellen 
b) C1.18-Hyelomzellen 
c) RPC5»4--'yelomzellen 
Inset (a): K i n e t i k der Wachstumshemmung durch O v a l i c i n . 
Zur Berechnung wurden die Wachstumskurven der Kon-
t r o l l z e l l e n e x t r a p o l i e r t . 
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0 10"6 10"5 10"4 10"3 10"2 10"1 10"° 
Ovalicinkonzentration (pgxmi - 1) 
F i g . 17 K o n z e n t r a t i o n s a b h ä n g i g k e i t der Wirkung von O v a l i c i n 
auf die Zellvermehrung von S 4 9 * l IG3-Lymphom- und 
RPC5>4-Kyelomzellen 
Nach Gehring, 1977 (persönliche M i t t e i l u n g ) : 
Exponentiell v/achsende Zel l e n e r h i e l t e n verschiedene Konzen-
trationen O v a l i c i n . Nach 72 h (S49 . 1 IG3-Zellen) bzw. 67 h 
(R P C 3 » 4 - Z e l l e n ) wurden den Kontrollkulturen und den Kulturen 
mit O v a l i c i n Proben entnommen und die Zellkonzentration be-
stimmt • 
100 % Z e l l d i c h t e : S49.1 IG3-Zellen 7 . 6 x 10^/ml 
PPC5.4-Zellen 1 .6 x 10
b
/ml 
Bei dem a u f f ä l l i g e n P h ä n o m e n der nicht durch O v a l i c i n hemmba-
ren DNA-Synthese handelt es s i c h wahrscheinlich um normale 
Re p l i k a t i o n , die nicht durch g l e i c h m ä ß i g e Reduktion der DNA-
Syntheseleistung a l l e r i n der S-Phase befindlichen Lymphozy-
ten bedingt i s t . Weiter legen die autoradiographischen Ver-
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suche nahe, daß nicht der T o t a l a u s f a l l einer s e n s i t i v e n Sub-
population die Ursache für die Restsynthese s e i n kann» Es 
scheint vielmehr, daß Zellzyklusphasen verlangsamt werden. 
M ö g l i c h e r w e i s e sind einzelne Lymphozytensubpopulationen ver-
schieden stark b e t r o f f e n . 
- 80 -
B Ovalicinwirkung und Z e l l z y k l u s 
1. Ovalicinwirkung und ' Z e l l z y k l u s ' von M ä u s e m i l z z e l l e n 
a) Wirkungsgeschwindigkeit von O v a l i c i n auf den Thymidineinbau 
zu verschiedenen Zeiten nach Con A-Zugabe 
Im vorangegangenen K a p i t e l wurde gezeigt, daß O v a l i c i n e i n 
äußerst wirksamer Hemmstoff für das Wachstum eu k a r i o t i s c h e r 
Zellen ist« P r ä f e r e n t i e l l werden lymphoide Z e l l e n (Ausnahrae: 
Myelomazellen?) gehemmt, mög l i c h e r w e i s e nur bestimmte Subpo-
pulationen von M i l z z e l l e n . 
Was i s t nun die biochemische Grundlage dieser S e l e k t i v i t ä t ? 
Zur Begrenzung einer V i e l z a h l p o t e n t i e l l m ö g l i c h e r Wirkorte, 
wäre es wichtig zu wissen, ob O v a l i c i n zu jedem Zeitpunkt des 
Z e l l z y k l u s seine Wirkung entfalten kann, oder nur w ä h r e n d e i -
ner bestimmten Ze i t des Z e l l z y k l u s i n Reaktionen der Z e l l e 
e i n g r e i f t . 
Weiner ( 1 9 7 6 ) fand, daß O v a l i c i n auf den zwischen der 2 5 « und 
3 6 . Stunde nach Con A-Stimulation gemessenen [^H] Thymidinein-
i n M ä u s e m i l z z e l l e n nur dann maximal wirkt, wenn es zwischen 
der 6 . und 2 0 . Stunde im Medium anwesend i s t . Gleichlange Ova-
l i c i n p u l s e (14 Stunden) zu späteren Zeiten nach Mitogenzuga-
be sind weit weniger wirksam (Weiner, 1 9 7 6 ) . Auch mit Lipopo-
lysaccharid aus E. c o l i s t i m u l i e r t e M i l z z e l l e n und Con A - s t i -
mulierte, Hydrocortison-resistente Thymozyten zeigen eine 
O v a l i c i n sensitive Phase. Wird O v a l i c i n 1 2 - 2 4 Stunden nach 
Mitogen zugesetzt, kann der Thymidineinbau i n das s ä u r e u n l ö s -
l i c h e Z e l l y s a t von Lymphozyten zwischen der 3 6 . und 6 0 . Stun-
de nicht mehr oder nur noch schwach gehemmt werden (Weiner, 
1 9 7 6 ) . Die i n diesen Versuchen zur Bestimmung der DNA-Synthe-
seakt i v i t ä t angewandten [^H] Thymidinpulse waren zu lang (6 -
24 Stunden) und die spezifische R a d i o a k t i v i t ä t des r a d i o a k t i -
ven D N A - V o r l ä u f e r s zu hoch (2 bzw.6 Ci/mMol; dies entspricht 
bei 1 uCi/ml einer Thymidinkonzentration von 0 . 5 uM bzw. 0 . 1 5 
uM; v g l . dazu Kap. A3a) um die Z e l l p r o l i f e r a t i o n q u a n t i t a t i v 
zu erfassen (Janossy et a l . , 1972; v g l . F i g . 1 0 a ) . 
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In den folgenden Experimenten wurde daher i n 1 - 2 s t ü n d i g e n 
pH]Thymidinpulsen (spezifische R a d i o a k t i v i t ä t : 0 . 5 Ci/mMol; 
dies entspricht bei 1 uCi/ml einer Thymidinkonzentration von 
2 uM) zu verschiedenen Zeiten nach Mitogen Zugabe die Reduk-
0 i 1 . '
 1 1 1
 «-
0 6 12 18 24 30 36 
Inkubationsdauer (h) 
F i g . 18 Wirkung von O v a l i c i n auf den Thymidineinbau s t i m u l i e r -
t e r Lymphozyten i n A b h ä n g i g k e i t seines ZugabeZeitpunkts 
nach Con A 
Jeweils 8 . 8 x 10^ Z e l l e n e r h i e l t e n nach 10 (•,•) bzw. 12 s t ü n -
diger (0,#) Vorinkubation Con A (Endkonzentration: 1 ug/ml) 





4 a ß ) . Zu den i n der Abszisse angegebenen Zeiten wurde i n 20 
u l BSS O v a l i c i n (resultierende Konzentrationen: 2 x 1 0 " ' M 
3 x 10~9 MO) zugesetzt ( s . Methode 7 a ) . Die K o n t r o l l -
kulturen e r h i e l t e n 20 u l Bss (•,• jedoch nur t = 0 , 12 , 21 h 
bzw. t = 0 , 12 , 21 und 38 h ) . 12 h (0,#) bzw. 21 h (•) und 
38 (•) nach Mitogenzugabe wurden je Flasche 2 x 0 . 9 ml Z e l l -
suspension (Proben für Pulse zur 2 1 . und 3 8 . h stammen aus je-
weils 1 Flasche) entnommen ( s . Methode 7a) und für 1 h (•,•) 
bzw. 2 h (O,*) pll] Thymidin angeboten (1 uCi/ml; 0.5Ci/mMol; 
s. Methode daß) und die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t be-
stimmt ( s . Methode 1 0 a ) . Zur Berechnung der R e s t a k t i v i t ä t wur-
den entweder die entsprechenden Kontrollwerte (#,0) oder der 
Mittelwert der Kontrollwerte ( A , H ) herangezogenes. Methode 2 1 ) . 
100 •.-Werte: 
(in ( ) Zahl der Wertenaare) O 1 558 + 159 IpM ( 7 ) 
• 1 042 + 44 IpM ( 7 ) 
A 5 755 + 234 IpM ( 3 ) 
• 34 697 + 3 164 IpM ( 4 ) 
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Tab. 6 Wirksamkeit von 12 und 24 s t ü n d i g e n Ovalicinpulsen 
auf den Thymidineinbau Con A - s t i m u l i e r t e r Lymphozyten 
Zeitraum des 
Ovalicinpulses 




(h nach Con A-
Zugabe) 
pH]Thymidin-
einbau (IpM) Hemmung 
(%) 
0 - 1 2 
12 - 13 
163 + 6 
383 + 22 
68 
1 2 - 2 4 
24 - 25 
2 836 + 76 
5 089 + 1'
} 45 
24 - 36 
36 - 37 
11 773 + 73 
18 460 + 403
2 ) 36 
36 - 48 
48 - 49 
23 774 + 95 
35 272 + 85
3 ) 33 
0 - 2 4 
24 - 25 
1 510 + 7 
5 266 + 280
1 } 72 
1 2 - 3 6 
36 - 37 
7 525 + 112 
17 371 + 56
2 ) 57 
24 - 48 
48 - 49 
15 838 + 137 
37 399 + 1 5 3 3 ) 
58 
36 - 60 
60 - 61 
25 736 + 635 
51 398 + 474 
50 
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Tab. 6 './irksamkeit von 12 und 24 stundigen ü v a l l c l r "iilsen auf 
den Thymidineinbau Con A s t i m u l i e r t e r Lynipl.^yten 
Jeweils 10 x 10 Zellen (2 x 10°/:.tl) wurden nach 1J s t ä n d i g e r 
Vorinkubation durch Zugabe von Con A und 2 - H e r c a p t o ä t n a n o l a k t i v i e r t 
( s . Methode haß)» Zu den angegebenen Zeiten wurde O v a l i c i n i n 
25 u l BSS ( s . Material 3a) zu einer Endkonzentratior. von 2 x 
1 0 " ' M zugesetzt. Die Kontrollen e r h i e l t e n das g l e i c h Volumen 
BSS ohne Hemmstoff. 12 bzw. 24 h nach H e m m s t o f f z u g ä b e wurde 
den Flaschen je 2 x 0 . 9 ml Zellsuspension entnommen ( s . Metho-
de 7 a ) , den Zellen für 1 h p H ] Thymidin (1 uCi/ml; O.S Ci/mMol) 
angeboten ( s . Methode 7 c ) und die s ä u r e u n l ö s l i c h e I ; i o a k t i v i -
tät bestimmt ( s . Methoden 8 a ß , 1 0 a ) . 
Für die Unbedenklichkeit der Volumenveringerung durch Proben-
entnahme ( v g l . Methode 7a): 
Die i n T e i l 2 der Tabelle a u f g e f ü h r t e n Proben e n t h i e l t e n ab 
12 h vor p i l ] Thymidin-Fulsbeginn nur noch die H ä l f t e der Z e l l -
suspension (2 ml s t a t t 4^1), da zu diesem Zeitpunkt die Pro-
ben für T e i l 1 der Tabelle entnommen wurden. Es m ü s s e n die 
die 7/ertepaare mit jeweils g l e i c h e r Nummer) verglichen v/erden. 
t i o n des Thymidineinbaus durch O v a l i c i n bei u n t e r s c h i e d l i c h 
langer Einwirkung u n t e r s u c h t » 
P a r a l l e l angesetzte M i l z z e l l k u l t u r e n e r h i e l t e n zu u r t e r s c h i e d -
- 7 
liehen Zeiten nach Con A-Zugabe 2 x 1 0 M O v a l i c i n , das b i s 
zum Versuchsende im Medium b l i e b . A
1
 ^ ^ ^ - ^ o l l e n dienten 
P a r a l l e l a n s ä t z e , die i d e n t i s c h behandelt wurden, jedoch wurde 




e Volumen BSS ( s . M a t e r i a l 
3 a ) zugesetzt. Nach u n t e r s c h i e d l i c h langer Kulturdauer v/urden 
den Zellsuspensionen Aliquots entnommen und i n 1 Stunden Pul-
sen (mit Ausnahme der f r ü h e s t e n Pulse: 2 Stunden) der Thymi-
dineinbau der Lymphozyten bestimmt. 
Diese Versuche zeigen, daß O v a l i c i n nicht sofort auf den Thy-
midineinbau von Lymphozyten w i r k t . Vielmehr i s t eine mindestens 
12 - 14 stündige Einwirkung n ö t i g , um den Thymidineinbau der 
Zellen maximal zu u n t e r d r ü c k e n ( F i g . 18). Diese Ergebnisse 
entsprechen zumindest q u a l i t a t i v den Befunden von V.'cir.er 
( 1 9 7 6 ) . Allerdings beobachtete sie i n den meisten Versuchen 
k e i n e r l e i Reduktion des Thymidineinbaus mehr, wenn O v a l i c i n 




Beginn des 1 h Thymidinpulses (h) 
F i g . 19 Einwirkungsdauer von Ov a l i c i n für 50 % Hemmung der 
DNA-Synthese s t i m u l i e r t e r Lymphozy-cen i n A b h ä n g i g k e i t 
vom M e ß z e i t p u n k t des Thymidineinbaus 
Aus wie i n F i g . 18 und Tab. 6 dargestellten Versuchen wurden 
die Werte dieser Figur wie folg t erhalten: 
Die Wertepaare 'Hemmung des Thymidineinbaus (%)/Beginn eines 
1 h pH]Thymidinpulses (h nach Con A-Zugabe)' wurden i n Grup-
pen gleicher Ovalicinzugabe-Zeitpunkte nach Stimulation ge-
ordnet und die Hemmung a l s Funktion des Pulsbeginns aufgetra-
gen. Durch Interpolation der verschiedenen Kurven wurden die 
Pulszeitpunkte für 50 % Hemmung des Thymidineinbaus und die 
dazu nötige Einwirkdauer von Ov a l i c i n e r h a l t e n . 
B e i s p i e l : Mißt man den Thymidineinbau zwischen der 6 0 . und 61. 
h nach Con A-Zugabe, so muß man O v a l i c i n c a. 25 b 
vor Pulsende O v a l i c i n zusetzen, um eine 50 % Hemmung 
des Thymidineinbaus e r z i e l e n zu k ö n n e n . 
de. Diese von unseren Beobachtungen abweichenden Befunde k ö n -
nen durch abweichende Kultur- und Pulsbedingungen verursacht 
sein ( v g l . Anhang). Die zur maximalen Hemmung ben ö t i g t e Toxin-
einwirkdauer v e r l ä n g e r t s i c h um so mehr, je sp ä t e r man nach 
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Con A-Zugabe die DNA-Synthese der p r o l i f e r i e r e n d e n Lymphozyten 
mißt ( F i g . 18), d.h. Cvali c i n p u l s e bestimmter Länge werden 
mit fortschreitender Kulturdauer immer unwirksamer (Tab. 6 ; 
s. auch V/einer, 1 9 7 6 ) . Um z.B. den Thymidineinbau der zwischen 
der 6 0 . und 6 1 . Stunde nach Con A-Zugabe i n der S-Phase b e f i n d l i -
chen (und i n die S-Phase eintretenden) Lymphozyten zu 50 % zu hemmen, 
muß O v a l i c i n vor Pulsbeginn mindestens 24 Stunden einwir-
ken; mißt man dagegen zur 2 4 » Stunde, so g e n ü g e n bereits 12 
Stunden zur 50 % Reduktion des Thymidineinbaus ( F i g . 1 9 ) « 
Weiter sieht man, daß für die Ovalicinwirkung die ersten 6 
Stunden nach Mitogenstimulation, zumindest für den nach der 
2 0 . Stunde gemessenen Thymidineinbau, nicht wichtig sind 
( F i g . 18; s. auch Weiner, 1 9 7 6 ) . 
Zur Interpretation dieser Ergebnisse s o l l t e man si c h der kom-
plexen Vorgänge bewußt s e i n , die i n einer M i l z z e i l k u l t u r nach 
Mitorenzusatz ablaufen. Wie schon i n Kap i t e l A3 beschrieben, 
e r f o l g t die Stimulation durch polyklonale Mitogene (wie z.B. 
Con A) weitgehend asynchron. Lymphozyten zeigen u n a b h ä n g i g 
von Mitogen und Zusammensetzung des Zellgemischs eine erstaun-
l i c h e V a r i a b i l i t ä t i n der Länge i h r e r ersten G.j -Phase. Im Mit-
t e l i s t die 3^  -.-kase vor der ersten Teilung bedeutend langer 
als bei den folgenden ~v.. Hungen (Ling und Kay, 1975) • Die 
Länge der 3 Läse von .- hyt o h ä n a g g l u t i n i n-s t imulierten 
menschlichen F'lutlymphozyten i s t dagegen u n a b h ä n g i g von der 
Anzahl der nach :'.i „ o/;cr.hontahl durchlaufenen Generationen 
(Steffen und Stolzmann, 1969) • Auch der Zeitpunkt der Stimula-
tion einzelner Lymyhozyten scheint s i c h ü b er einen l ä n g e r e n 
Zeitraum zu erstrecken. Lunther et a l . ( 1 9 7 4 ) fanden bei kom-
p e t i t i v e r V e r d r ä n g u n g des mitogenen Liganden Con A von der 
Zellober fläche durch a-Mothylmannosid, daß das Lektin für op-
timale Stimulation von Mä.usemilzzellen (gemessen am ph] Thymi-
dineinbau zur iiS. Stunue) 18 - 20 Stunden einwirken m u ß . Durch 
Abfanden von Con A durch Anti-Con A-Immunglobulin wird der 
Thymi; iineinbau selbst noch 2 läge nach Mitogenzusatz b e e i n f l u ß t 
(Jones, 1975)« Als weitere Komplikation kommt hinzu, daß vor 
Abschluß des L i n t r i t t s a l l e r direkt stiraulierbarer Lymphozyten 
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i n den ersten Z e l l z y k l u s b e r e i t s die ersten Tochterzellen er-
scheinen, die durch Teilung der S c h n e l l ä u f e r entstanden s i n d . 
Dies erv/artet man bei einer Verdopplungsdauer Mitogen-stirau-
l i e r t e r Lymphozyten nach dem ersten Z e l l z y k l u s von 12 - 14 
Stunden (Gerhart et a l . , 1 9 7 6 ; Lohrmann et a l . , 1 9 7 4 ) . Man 
muß also damit rechnen, daß die DNA-Synthese zur 3 6 . Stunde 
nach Con A-Zugabe im M ä u s e m i l z z e l l e n - S y s t e m schon zu einem 
si g n i f i k a n t e n A n t e i l von Z e l l e n i n der zweiten S-Phase b e s t r i t 
ten wird, da man be r e i t s 12 Stunden vorher einen erheblichen 
Thymidineinbau beobachtet ( F i g . 3 5 ) » Gerhart et a l . ( 1 9 7 6 ) 
finden z. B. einen zweimaligen S-Phasendurchgang bei Thyraozy-
ten zwischen 40 und 63 Stunden nach Con A-Stimulation. Z u s ä t z -
l i c h k ö n n e n s e k u n d ä r , z. B. ü b e r lösliche Faktoren, Lymphozy-
tensubpopulationen (B-Zellen) durch Con A a k t i v i e r t werden 
(Andersson et a l . , 1 9 7 2 ) , die eine Z e l l z y k l u s l ä n g e von 18 Stun 
den aufweisen (Andersson et a l . , 1 9 7 7 ) » F o l g l i c h erfaßt man 
zu verschiedenen Zeiten nach Mitogenzugabe i n kurzen Thymidin-
pulsen v ö l l i g unerschiedllch zusammengesetzte Populationen von 
Lymphozyten: Zu frühen Zeiten nach Mitogenzusatz d ü r f t e n weit-
gehend synchron s t i m u l i e r t e Populationen i n der ersten S-Pha-
se gemessen v/erden, während später neben spät s t i m u l i e r t e n 
Lymphozyten bzw. Z e l l e n mit langer G
1
-Phase bereits Tochter^ 
z e l l e n mit erfaßt werden. Mit weiter fortschreitender Kultur-
dauer erwartet man Thymidineinbau durch Populationen, die nur 
noch aus Tochterzellen bestehen. D a r ü b e r h i n a u s können die zu 
verschiedenen Zeiten nach Mitogenzusatz i n S-Phase b e f i n d l i -
chen Z e l l e n i n i h r e r Subpopulationszusammensetzung v a r i i e r e n . 
Wie lassen sich nun die oben beschriebenen Ergebnisse interpre 
tieren? Es gibt wenigstens 3 E r k l ä r u n g s m ö g l i c h k e i t e n : 
i ) O v a l i c i n m u ß , u n a b h ä n g i g vom M e ß z e i t p u n k t , vor dem Beginn 
der S-Phase über einen l ä n g e r e n Zeitraum (12 - 14 Stunden) 
während der G.,-Phase* ^  einwirken. Die mit der Zeit zunehmende 
Weiter i s t ein a u s s c h l i e ß l i c h e r A n g r i f f von O v a l i c i n w ä h r e n 
der S- oder G
p
-Phase unwahrscheinlich, da einmal die lau-
fende DNA-Synthese praktisch nicht b e e i n f l u ß t und b e r e i t s 
die erste S-Phase gehemmt wird. 
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Asynchronie der Stimulation konnte die Ursache für die s t e i -
gende Unscharfe der Ovalicinhemmung s e i n . Zu s p ä t e r e n M e ß z e i t -
punkten werden Ze l l e n mit langer G
1
-Phase e r f a ß t , die eine 
längere Ovalicineinwirkung für maximale Hemmung b e n ö t i g e n . 
Diese Abnahme der Ovalicinempfindlichkeit kann auch durch das 
Auftreten von Tochterzellen bedingt s e i n , die s i c h m ö g l i c h e r -
weise nicht nur i n i h r e r Z e l l z y k l u s l ä n g e , sondern s i c h auch 
durch eine geringere Empfindlichkeit g e g e n ü b e r O v a l i c i n von 
den E l t e r n z e l l e n unterscheiden. 





-Ubergangs erwarten, da mit f o r t -
schreitender Zeit der U b e r t r i t t von der G
Q
-Phase i n die G^-
Phase bei immer weniger Z e l l e n s t a t t f i n d e t . 
i i ) Die zunehmende .Resistenz der Z e l l e n kann auch durch das 
Auftreten von weniger O v a l i c i n empfindlichen Subpopulationen 
verursacht s e i n . 
i i i ) Als weitere E r k l ä r u n g i s t denkbar, daß O v a l i c i n nur lang-
sam i n die Zellen eindringt oder zuerst metabolisch a k t i v i e r t 
v/erden m u ß . Beide Prozesse dauern mindestens 1 2 - 1 4 Stunden. 
Zu sp ä t e r e n Zeiten nach Lektinzugabe i s t diese Zeitdauer ver-
l ä n g e r t . Untersuchungen zu diesem Problem ( s . Abschnitt 32b) 
machen diese E r k l ä r u n g jedoch wenig wahrscheinlich. 
Es i s t m ö g l i c h , daß Kombinationen der a n g e f ü h r t e n Interpreta-
tionen z u t r e f f e n . 
b) Beeinflussung der Zellvolumenzunahme nach Con A-Stimulation 
Ein a u f f ä l l i g e s Merkmal für erfolgreiche Stimulation von Lym-
phozyten durch polyklonale Pflanzenmitogene i s t das dramatische 
Anwachsen ihres Zellvolumens (= B l a s t z e l l b i l d u n g ) ( L i n g und 
Kay,1975). Vom Volumenzuwachs sind Kern und Zytoplasma betrof-
fen (eigene Beobachtungen; S c h l ä g e r , 1978; Janossy et a l . , 
1 9 7 2 ) . Der A n t e i l B l a e t z e l l e n k o r r e l i e r t gut mit dem zur g l e i -
chen heit bestimmten Thymidineinbau (Gunther et a l . , 1974)? 
da B l a s t z e l l b i l d u n g eine Voraussetzung für DNA-Synthese zu 
sein scheint (Moerman et a l . , 1 9 7 7 ) . Man s o l l t e daher erwar-
ten, daß die Ve r g r ö ß e r u n g des Zellvolumens w ä h r e n d der G._pha-
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se s t a t t f i n d e t . T a t s ä c h l i c h finden Andersson und MeIchers 
(1 974) t r o t z herr.rnung der DNA-Synthese durch hydroxyharnstoff 
L i 1 d ü n g von ä l a s m a b l a s t - ä h n l i c h e n Z e l l e n bei nu/nu M ä u s e m i l z -
L c l i e n (congenita! athymischer Mäusestac-m) 25 Stunden nach 
hipopolysaccharid-Stimulation im gleichen A u s m a ß wie i n Kon-
t r c l i k u l e u r e n ( s . auch Janossy et a l . , 1976; Salzman et a l . , 
1 9 6 6 ) . Beeinflußt nun O v a l i c i n diese f r ü h e n , z e i t l i c h mit der 
1,-rhase v e r k n ü p f t e n V o r g ä n g e der Lymphozytentrans formation? 
Das Auftreten g r o ß e r Zellen wird durch O v a l i c i n (2 x 10 M 
mit Mitogen zugesetzt) selbst bei 48 s t ü n d i g e r Einwirkung 
nicht verhindert. Der A n t e i l B l a s t z e l l e n an der Gesamtzellzahl 
bzw. der mittlere Durchmesser a l l e r Z e l l e n (Hartmann et a l . , 
1973) wird, im Vergleich zu ungehemmten K i l z z e l l e n 24 - 48 
Stunden nach Cvalicinzugabe nur um 15 - 25 % r e d u z i e r t . Der 
p a r a l l e l dazu bestimmte Thymidineinbau wird dagegen zu ca. 
70 - 90 % gehemmt (Hartmann et a l . , 1 9 7 8 ; F i g . 3 6 ) . Deshalb 
findet man nach Autoradiographie Ovalicin-gehemmter Lymphozy-
ten, die mit [
1
^c]Thymidin markiert wurden, - besonders nach 
fortgeschrittener Kulturdauer bzw. bei l ä n g e r e n [1 ^c]Thymidin-
pulsen - im Vergleich zu den K o n t r o l l z e l l e n vermehrt unmarkier-
te B l a s t z e l l e n ( F i g . 1 5 ) » Dieser Befund i s t i n F i g . 20 noch-
einmal auf andere V/eise d a r g e s t e l l t . Es wurde h i e r b e i über den 
Durchmesser a l l e r markierten bzw. unmarkierten Ze l l e n gemit-
t e l t . Man erkennt, daß - wie schon aus F i g . 15 e r s i c h t l i c h -
markierte Zellen im Durchschnitt d e u t l i c h g r ö ß e r sind a l s un-
rcarkierte Z e l l e n . B i l d e t man den Mittelwert aus den Durchmes-
sern a l l e r unmarkierten, Ovalicin-gehemraten Z e l l e n , so l i e g t 
dieser s i g n i f i k a n t über dem der Z e l l e n ohne Toxin. Markierte 
Zellen haben dagegen mit und ohne Hemmstoff praktisch den g l e i -
chen mittleren Durchmesser ( F i g . 2 0 ) . 
Lymphozyten mit einen Durchmesser > 8 um werden d e f i n i t i o n s -
gemäß a l s B l a s t z e l l e n bezeichnet, da diese G r ö ß e n k l a s s e i n 
f r i s c h i s o l i e r t e n M i l z z e l l e n praktisch nicht vorhanden i s t 
( v g l . F i g . 3 3 ; v g l . auch Alsenberg und Murray, 1 9 7 1 ) « 
- 89 -
Pulslänge (h) 
F i g . 20 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den mittleren Durchmesser un-
markierter und [^CJThymidin-markierter M i l z z e l l e n , 
gemessen bei verschiedenen L ä n g e n des Thymidinpulses 
Die M e ß w e r t e stammen aus F i g . 13 und 15* 
A , 0 - Hemmstoff
 ? 
A,# + O v a l i c i n (2 x 10~' M) 
A , • markierte Z e l l e n 
O,0 unmarkierte Z e l l e n 
Diese Beobachtungen zeigen k l a r , d a ß O v a l i c i n nicht generell 
den Durchgang der Lymphozyten durch die G
1
-Phase verhindert 




-Ubergangs der F a l l ) . Da 
Ov a l i c i n wahrscheinlich nicht w ä h r e n d der S-Phase wirkt ( v g l . 
Kap. B1a) kann man s c h l i e ß e n , d a ß die V o r g ä n g e , die Vorausset-
zung für die B l a s t z e l l b i l d u n g s i n d , weniger gehemmt werden, 
a l s die für die Vorbereitung oder Aufrechterhaltung der DNA-
Synthese nötigen Reaktionen. 
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• Charakterisierung der Hemmung von Lymphomzellen durch O v a l i c i n 
) Geschwindigkeit der Ovalicinwirkung 
Die Untersuchung der Wirkungsgeschwindigkeit von O v a l i c i n auf 
den Thymidineinbau von M i l z z e l l e n , die die Frage nach einer 
m ö g l i c h e n z e l l z y k l u s s p e z i f i s c h e n Wirkung von O v a l i c i n beant-
worten s o l l t e , erbrachte Ergebnisse, die wegen der Ko m p l e x t ä t 
des Systems nicht eindeutig zu i n t e r p r e t i e r e n s i n d . Deshalb 
erwartete i c h durch Untersuchungen an einer monklonalen Z e l l i -
nie eindeutigere Ergebnisse zu erhalten. Zu diesem Zweck bo-
ten s i c h S 4 9»1-Lyraphomazellen an, die - wie i n K a p i t e l A ge-
zeigt - durch O v a l i c i n sehr empfindlich gehemmt werden. 
Zuerst war es v/ichtig f e s t z u s t e l l e n , wie rasch diese Hemmung 
des Thymidineinbaus bei den Lymphomazellen a u f t r i t t . A u ß e r d e m 
mußte geklärt werden, ob ebenso wie bei Milzlyraphozyten die 
DNA-Synthese nicht v o l l s t ä n d i g hemmbar i s t . 
Eine exponentiellwachsende S 4 9 » 1 - K u l t u r ( v g l . Methode Zfb) wur-
de g e t e i l t und zur einen H ä l f t e 2 x 10 M O v a l i c i n zugesetzt; 
die P a r a l l e l k u l t u r e r h i e l t das gleiche Volumen BSS ( s . Mate-
r i a l 3a). Zu verschiedenen Zeiten nach Ovalicinzugabe wurden 
aus beiden A n s ä t z e n Parallelproben entnommen und der [^H]Thy-
midineinbau der Zell e n i n 1 Stunden Pulsen gemessen. P a r a l l e l 
dazu wurden Gesamtzellzahl und der A n t e i l v i t a l e r Z e l l e n mit 
der Trypanblaumethode b e s t i m m t . T r ä g t man die M e ß w e r t e halblo-
garithraisch auf, so findet man exponentielles Wachstum der 
K o n t r o l l z e l l e n mit einer Verdopplungsdauer von 16 Stunden, wie 
i n der L i t e r a t u r beschrieben (Horibata und H a r r i s , 1970; F i g . 
2 1 ) . Der A n t e i l v i t a l e r Z e l l e n l i e g t immer über 95 % ( F i g . 2 1 ) . 
P a r a l l e l dazu nimmt - zumindest i n den ersten 30 Stunden nach 
Versuchsbeginn - der Thymidineinbau i n das sä u r e u n l ö s l i c h e 
Z e l l y - a t ebenfalls mit einer Verdopplungsdauer von rund 16 
Stunden zu
+
^ ( F i g . 2 1 ) . In der Kultur mit O v a l i c i n i s t die 
Der nach ca. 30 h beobachtete, im Vergleich zur Z e l l v e r -
mehrung zu niedrige Thymidineinbau wird wahrscheinlich 
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F i g . 21 Wirkung von O v a l i c i n auf die Kinetik des Thymidinein-
baus und die Zellvermehrung von S49»1-Lymphomzellen 
Die S49.1 -Zellsuspension wurde mit frischem Medium ( s . Metho-
de 4b) auf 0 . 1 5 x 10^ Zellen/ml v e r d ü n n t und O v a l i c i n i n e i -
ner Endko.nzentration von 2 x 10~? M zugesetzt. Zu den angege-
benen Zeiten wurden Proben entnommen und die Z e l l d i c h t e und 
Vitalität (durch A u s s c h l u ß von Trypanblau) bestimmt ( s . Metho-
de 5 ) . 1 Stunde vorher wurde i n C.9 ml Aliquots der pH] Thy-
midineinba.u (1 uCi/ml; 0.5Ci/mMol; 1 h) gemessen ( s . Methode 
8 a , 10a) 
0,D,A ohne Hemmstoff; + O v a l i c i n (2 x 1 o" ) 
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Zellvermehrung bis 24 Stunden nicht von der Ko n t r o l l k u l t u r zu 
unterscheiden. Danach hört jedoch die Zellvermehrung auf und 
der A n t e i l toter Zellen (durch Trypanblau a n f ä r b a r e Zellen) 
nimmt stark zu ( F i g . 21). Der Thymidineinbau von O v a l i c i n ge-
hemmten Ze l l e n verläuft p a r a l l e l zur Anzahl v i t a l e r Z e l l e n , 
jedoch um wenige Stunden zu früheren Zeiten hin verschoben 
( F i g . 21). Eine s i g n i f i k a n t e Hemmung des Thymidineinbaus i s t 
jedoch erst 12 - 24 Stunden nach Cvaiicinzugabe f e s t s t e i l b a r 
( F i g . 21; F i g . 2 2 ) . Nach weiteren 24 Stunden Ovalicineinwir-
kung wird a l l e r d i n g s bereits eine Hemmung größer a l s 80 % er-
r e i c h t , die si c h bei Fortsetzung der Inkubation auf über 
90 % erhöht ( F i g . 22). 
b) Untersuchungen zur W i r k u n g s v e r z ö g e r u n g 
A u f f ä l l i g e s Merkmal der Ovalicinwirkung auf S 4 9 « 1 - L y m p h o m z e l -
len i s t die lange V e r z ö g e r u n g s p h a s e von rund 24 Stunden. Erst 
nach dieser Zeit nimmt die Hemmung des Thymidineinbaus rasch 
zu. Es bedarf jedoch noch zusätzlich der Dauer zweier Zellzyk-
len bis zur praktisch v o l l s t ä n d i g e n Hemmung ( F i g . 22). Was i s t 
die Ursache dieser W i r k u n g s v e r z ö g e r u n g ? 
Es gibt 2 naheliegende E r k l ä r u n g s m ö g l i c h k e i t e n , wie i n Kapitel 
Bla bereits erwähnt wurde: 
i ) O v a l i c i n b e n ö t i g t 1 2 - 2 4 Stunden, um an den Wir kort zu ge-
langen, d.h. die T o x i n a u f n ä h m e i s t der geschwindigkeitsbe-
stimmende S c h r i t t der Hemmung. 
i i ) O v a l i c i n muß erst durch metabolische Umwandlung i n die 
wirksame Form des Hemmstoffs übe r f ü h r t werden. Für diesen 
Vorgang werden 12 - 24 Stunden b e n ö t i g t . 
durch Verbrauch des exogen angebotenen [ F] Thymidin ver-
ursacht. Bei den meist angewendeten Standard-Pulsbedingun-
gen (1 h; 1 uCi [3H] Thymidin/ml; 0 . 5 Ci/mMol) i s t ein l i n e -
ar'mit^der Z e l l z a h l zunehmender Einbau nur bi s u n g e f ä h r 
1 x 1 0 ° Zellen/ml gegeben (ohne Beleg). Die besonders bei 
länge r e r Inkubationsdauer zu erwartenden Abweichungen wir-
ken s i c h jedoch nur gering auf den zu berechnenden Hemmwert 
aus. 
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F i g . 22 A b h ä n g i g k e i t der bei hoher Ovalicinkonzentration (2 x 10 M) 
zu messenden R e s t a k t i v i t ä t von der Einwirkdauer des Toxins 
Die Hemmkinetiken wurden aus Versuchen e r h a l t e n , die i n den un-
ten angegebenen Figuren beschrieben sind« Durch halblogarithmische 
Auftragung der R e s t a k t i v i t ä t e n gegen die Einwirkdauer und durch Ex-
tr a p o l a t i o n auf 100 % D N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t wurden die V e r z ö g e r u n g s -
phasen der HemmstoffWirkung bestimmt« 
• Ovalicineinwirkung auf S49« 1-Zellen (Meßdaten aus F i g . 21 ( • ) , 
F i g . 23 (A), F i g . Z k ( • ) 
• Ovalicineinwirkung auf Dibutyryl-cAMP synchronisierte S 4 9 » 1 -
Zellen (Meßdaten aus F i g . 2 6 ) 
• Ovalicineinwirkung auf 3T6-Zellen (Meßdaten aus F i g . 7) 
O Keimung des Thymidineinbaus durch Dibutyryl-cAMP ( i n Abwe-
senheit von Ovalici n ) 
(Meßdaten aus F i g . 2 6 ) 
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a . Gibt es für O v a l i c i n Aufnahmebarrieren? 
Um diese Frage zu beantworten, wurde untersucht, ob durch hö-
here Hemrastoffkonzentrationen schon vor der 2 4 . Stunde nach 
Ovalicinzugabe eine st ä r k e r e Hemmung zu e r z i e l e n i s t . Dies 
s o l l t e man erwarten, wenn daß Eindringen von O v a l i c i n d i f f u -
s i o n s k o n t r o l l i e r t i s t
+
^ . Zu P a r a l l e l a n s ä t z e n wurde O v a l i c i n 
i n logarithmischen S c h r i t t e n zwischen 2 x 1 0 ~ 1 0 M und 2 x 10~^ 
M gegeben. K o n t r o l l z e l l e n e r h i e l t e n das gleiche Volumen BSS-
Puffer ( s . Material 3 a ) . Nach unterschiedlicher Einwirkungs-
dauer wurden die Zellen aufgewirbelt und der pH] Thymidinein-
bau i n sä u r e u n l ö s l i c h e s M a t e r i a l w ä h r e n d einer Stunde bestimmt. 
Fü r jeden M e ß z e i t p u n k t findet man einen maximal erreichbaren 
Hemmwert, der sich selbst bei 100 fach h ö h e r e r Toxinkonzentra-
t i o n nicht erhöht ( F i g . 2 3 ) » Die A b h ä n g i g k e i t der Pe s t a k t i v i t ä t 
bei hohen Ovalicinkonzentrationen von der Einwirkdauer des 
Hemmstoffs i s t reproduzierbar ( v g l . F i g . 2 2 ; # ,A,V). Die für 
halbmaximale Hemmung ben ö t i g t e n Konzentrationen liegen zwi-
-9 
sehen 0 . 7 - 1 .0 x 10 M O v a l i c i n . Die Maximalhemmung t r i t t 
zu jedem M e ß z e i t p u n k t bei praktisch gleicher Konzentration 
auf. Hohe Ovalicinkonzentrationen kön n e n also nicht durch Er-
höhu n g der Toxindiffusion durch die Zellmembran eine f r ü h z e i -
tige Hemmung des Thymidineinbaus erzwingen. 
Diese Ergebnisse konnten auch durch Versuche mit M i l z z e l l e n 
bestätigt werden. Zur maximalen A u s p r ä g u n g der Hemmung des 
frühen Thymidineinbaus zwischen der 1 2 . und 1 4 » Stunde nach 
Con A-Zugabe bedarf es einer 1 2 - 1 4 s t ü n d i g e r Einwirkdauer 
Nach dem 1. F i c k » s e h e n Gesetz i s t die Zahl der durch den 
Querschnitt q wäh r e n d der Zeit At hindurchtretenden Mole 




- D x q x — x At D = D i f f u s i o n s k o e f f i z i e n t 
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F i g . 23 Kinetik des Thymidineinbaus von S 4 9 » 1 - L y m p h o m z e l l e n . 
E i n f l u ß der Ovalicinkonzentration 
V e r s u c h s d u r c h f ü h r u n g s. F i g . 6 . Z u s ä t z l i c h wurden jedoch zu 
den angegebenen Zeiten den S49« 1 -Zellsuspensionen Proben ent-
nommen und der pH] Thymidineinbau w ä h r e n d 1 h bestimmt ( s . 
F i g . 6 ) . 
100%-Werte: Einwirkungsdauer p H ] Thymidineinbau 
von O v a l i c i n (h) (IpM) 
0 ( A ) 11 084 1 396 
12.5 (A) 23 213 + 85 
25 (•) 39 115 + 252 
36 (•) 56 431 + 1306 
48.5 (O) 70 820 + 340 
von 2 x 10 M O v a l i c i n ( F i g . 18). Verringert man die O v a l i c i n -
-9 
konzentration auf 3 x 10 M, eine Konzentration, die nach 
30 stündiger Einwirkung den Thymidineinbau gerade noch maximal 
hemmt ( v g l . F i g . 6 ) , so e r f o l g t das Auftreten der Hemmung mit 
der gleichen Kinetik ( F i g . 18). 
- 96 -
Ov a l i c i n muß also wahrscheinlich nicht ü b e r einen Zeitraum 
von 1 2 - 2 4 Stunden zu einer wirksamen Konzentration von den 
Zelle n akkumuliert werden, da die Toxinmenge nicht l i m i t i e r e n d 
für die Hemmung zu sein s c h e i n t . 
/}• M u ß O v a l i c i n metabolisch a k t i v i e r t werden? 
Wenn O v a l i c i n , um wirken zu k ö n n e n , zuerst i n eine aktive Form 
über f ü h r t werden m u ß , s o l l t e man modifiziertes O v a l i c i n - vor-
ausgesetzt es i s t membranpermeabel und wird nicht i r r e v e r s i -
bel an Zellbest a n d t e i l e gebunden - im Kulturmedium finden k ö n -
nen. Zur U b e r p r ü f u n g dieser M ö g l i c h k e i t wurden S49 . 1-Zellen 
i n 2 verschiedenen Ausgangszelldichten i n Gegenwart von 
2 x 10**^  M O v a l i c i n für rund 60 Stunden bei 37°C i n k u b i e r t . 
A n s c h l i e ß e n d wurden die Z e l l ü b e r s t ä n d e durch Zentrifugation 
gewonnen. Ein K o n t r o l l ü b e r s t a n d wurde i n äh n l i c h e r Weise von 
von einer S49 . 1-Kultur ohne O v a l i c i n erhalten. Die so i s o l i e r -
ten U b e r s t ä n d e s o l l t e n , wenn Metabolisierung stattgefunden 
hat, auf den Thymidineinbau f r i s c h e r S49»1-Lymphomzellen r a -
scher wirken, a l s p a r a l l e l getestetes O v a l i c i n der gleichen 
Konzentration. 
Zu P a r a l l e l a n s ä t z e n wurde 1/10 Volumen der toxinhaltigen Uber-
stände gegeben (resulierende theoretische Konzentration: 
_7 
2 x 10 M O v a l i c i n ) , 2 Kulturen e r h i e l t e n die entsprechende 
Menge K o n t r o l l ü b e r s t a n d , eine davon noch z u s ä t z l i c h f r i s c h e s 
O v a l i c i n i n einer Konzentration von 2 x 10 M. Die P r o l i f e r a -
t i o n der Zellen wurde anhand des [^H] Thymidineinbaus w ä h r e n d 
1 Stunde v e r f o l g t . 
Ungeachtet der Hemmstoffvorbehandlung t r i t t die Hemmung der 
Thymidininkorporation i n sä u r e f ä l l b a r e s M a t e r i a l bei a l l e n to-
xinhaltigen Kulturen g l e i c h z e i t i g nach der schon i n den vor-
angegangenen Versuchen beschriebenen V e r z ö g e r u n g s p h a s e auf 
( F i g . 2 4 ) . Dies bedeutet wohl, daß die Z e l l e n O v a l i c i n nicht 
metabolisch a k t i v i e r e n , oder die aktive Form des Hemmstoffs 
von den Zell e n nicht ausgeschieden wird. 
Inkubationsdauer (h) 
F i g . 24 Wirkung von 'metabolisiertem
1
 O v a l i c i n auf die K i n e t i k 
des Thymidineinbaus von S49»1-Lymphomzellen 
Exponentiell wachsende S49«1-Lymphomzellen ( s . Methode 4 b ) er-
h i e l t e n 0.1 Volumen O v a l i c i n haltige S 4 9 » 1 - K u l t u r ü b e r s t ä n d e 
(Gewinnung s. unten), sodaß eine Toxinkonzentration von 
2 x 10""' M (bezogen auf die u r s p r ü n g l i c h eingesetzte Menge Ova-
l i c i n ) r e s u l t i e r t e . Als Kontrolle dienten 2 Kulturen, die 0.1 
Volumen Uberstand ohne Hemmstoff e r h i e l t e n ; zu einer der b e i -
den Kulturen wurde z u s ä t z l i c h » f r i s c h e s
1
 O v a l i c i n p i p e t t i e r t 
(Endkonzentration: 2 x 10"*? M). 1 h vor den angegebenen Zeiten 
wurde der pH]Thymidineinbau i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Material für 
1 h gemessen ( v g l . F i g . 6 ) . 
Gewinnung der U b e r s t ä n d e : Es wurden S 4 9 « 1-Kulturen mit 2 ver-
schiedenen Ausgangszelldichten ( 0 . 1 5 x 1 0 ° und 0 . 7 5 x lOVml) 
angesetzt ( s . Methode 4 b ) . Die Suspensionen wurden i n Gegen-
wart von 2 x 10~6 M O v a l i c i n für rund 60 h bei 37 C i n k u b i e r t . 
Zur Gewinnung des K o n t r o l l ü b e r s t a n d s diente eine S 4 9 » 1 - K u l t u r 
( 0 . 1 5 x 10® Zellen/ml) ohne Hemmstoffzusatz. Nach Ende der In-
kubation wurden die U b e r s t ä n d e i n s t e r i l e n P l a s t i k r ö h r c h e n ab-
z e n t r i f u g i e r t ( C h r i s t z e n t r i f u g e : 10 min, 1600 UpM (= 500 x g ) , 
4 C) und bis zur Verwendung bei - 2 0 ° C gelagert. 
r 
O + Uberstand von S 4 9 . 1-Kultur (Ausgangszelldichte 0 . 15 x 1 0 ° 
pro ml) ohne Hemmstoff 
• + Uberstand von S 4 9 « 1 - K u l t u r (Ausgangszelldichte 0 . 1 5 x 10^ 
pro ml), + 'frisches« O v a l i c i n (2 x 10"7 M) 
Fortsetzung s. nächste Seite 
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A + übe r s t a n d von S 4 9 » 1-Kultur (Ausgangszelldichte 0.15 x 10 
pro ml) mit O v a l i c i n (resultierende Endkonzentration: theor. 
2 x TO"" M) 
• + Uberstand von S /+9»1-Kultur (Ausgangszelldichte 0.75 x 10 6 
pro ml) mit O v a l i c i n (resultierende Endkonzentration: theor. 
2 x 10~ 7 M) 
Ym R e v e r s i b i l i t ä t der Ovalicinwirkung innerhalb der V e r z ö g e -
rungsphase 
o 
Nach 20 stün d i g e r Einwirkung von 3 x 10 M O v a l i c i n (mit dem 
Mitogen zugesetzt) auf M i l z z e l l e n von M ä u s e n findet man nach 
Auswaschen von O v a l i c i n und a n s c h l i e ß e n d e r Inkubation für 
16 Stunden i n hemmstofffreiem Medium praktisch keine Reversi-
bilität der Hemmung des Thymidineinbaus (Hartmann et a l . , 1978). 
Dies i s t nicht verwunderlich, denn ein p o s t u l i e r t e r Toxin/Re-
zeptor-Komplex s o l l t e im F a l l e des Ova l i c i n s sehr s t a b i l sein 
und nur langsam z e r f a l l e n * ^ . Ist es deshalb m ö g l i c h , daß Ova-
l i c i n b ereits w ä h r e n d der Ve r z ö g e r u n g s p h a s e ' i r r e v e r s i b e l
1
 an 
Zellbestandteile bindet, die daraus resultierende Hemmung sich 
jedoch erst später zeigt? 
Zur Prüfung dieser M ö g l i c h k e i t wurde zu 2 von 3 identischen 
S49#1-Lymphomzellkulturen 2 x 10 M O v a l i c i n gegeben, eine 
Konzentration die maximale Hemmung bewirkt.Die d r i t t e Kultur 
diente a l s K o n t r o l l e . Nach 12 stü n d i g e r Einwirkung wurde eine 
O v a l i c i n - h a l t i g e Kultur t o x i n f r e i gewaschen ( V e r d ü n n u n g c a . 
1 : 1000)} die Z e l l e n der beiden Kontrollkulturen wurden eben-
f a l l s z e n t r i f u g i e r t , gewaschen und i n frischem Medium suspen-
d i e r t . Wasch-und Kulturmedien für die Kontrollen hatten die 
gleiche Zusammensetzung wie die Ausgangsmedien, d.h. i n einem 
F a l l waren eie mit, im anderen F a l l ohne O v a l i c i n . Zur Bestim-
So zerfällt z. B. der Rifampicin/RNA-Polymerase ( E . c o l i ) -
Komplex (Gleichgewichtskonstante = 2.7 x 1 0 " 1 ° M bei 0°C; 
Wehrli et a l . , 1976) mit einer Halbwertszeit von 12 h bei 
0°C (Wehrli et a l . , 1976) 
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Inkubationsdauer (h) 
F i g . 25 R e v e r s i b i l i t ä t der Ovalicinwirkung auf den Thymidin-
einbau von S49»1-Lymphomzellen 
Exponentiell wachsende S49*1-Lymphomzellen wurden mit O v a l i -
c i n (Endkonzentration: 2 x 10""* M) versetzt ( s . Methode 4 b ) . 
Eine Kultur b l i e b zur Kontrolle ohne Hemmstoff (O)« 12 h nach 
Toxinzugabe wurde das Medium a b z e n t r i f u g i e r t , die Z e l l e n ge-
waschen und i n frischem Medium resuspendiert ( s . Methode 6 ) . 
Dabei wurde die Ovalicinkonzentration auf u n g e f ä h r 1 / 1 0 0 0 
der u r s p r ü n g l i c h e n Konzentration e r n i e d r i g t ( A ) . Zur Kontrol-
le behielt eine Kultur w ä h r e n d des Waschvorgangs und der an-
schl i e ß e n d e n Inkubation O v a l i c i n (2 x 10""° M) (•). 1 h vor 
den angegebenen Zeiten wurden Proben entnommen und w ä h r e n d 1 h 
der Thymidineinbau i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t bestimmt 
( s . Methoden 7 a , 8 a ß , 1 0 a ) . 
mung der Z e l l p r o l i f e r a t i o n wurde der [H]Thymidineinbau i n 
1 Stunden Pulsen gemessen. Wie auch schon i n vorangegangenen 
Experimenten t r i t t 24 Stunden nach O v a l i c i n zugäbe im Vergleich 
zu Zellen ohne Hemmstoff eine deutliche Reduktion des Thymi-
dineinbaus auf ( F i g . 2 5 ; v g l . F i g . 2 1 , 2 4 ) . Z e l l e n , die nach 
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12 s t ü n d i g e r Ovalicineinwirkung durch Waschen vom Hemmstoff 
b e f r e i t wurden, zeigen eine \m Vergleich zu den K o n t r o l l z e l l e n 
ohne O v a l i c i n nur gering um ca. 10 % erniedrigte Aktivität 
( F i g . 25). 
Innerhalb der ersten 12 Stunden nach Toxinzugabe wird also 
der G r o ß t e i l der S49« 1-Zellen nicht i r r e v e r s i b e l g e s c h ä d i g t . 
Das kann bedeuten, daß O v a l i c i n nach 12 Stunden noch nicht 
g e s c h ä d i g t hat, bzw. die Wirkung i n diesem frühen Zeitraum 
praktisch v o l l s t ä n d i g r e v e r s i b e l i s t . 
c) Wirkgeschwindigkeit von O v a l i c i n auf durch Dibutyryl-cAMP 
synchronisierte S49.1-Lymphomzellen 
Im Milzzellsystem war es nicht m ö g l i c h , eine eindeutige Ant-
wort auf die Frage nach einer z e l l z y k l u s s p e z i f i s c h e n Wirkung 
von O v a l i c i n zu finden ( v g l . Kap. B l ) . Daher wurde nun die 
Frage mit H i l f e von S49» 1-Zellen untersucht. 
In einer exponentiel1 wachsenden Z e l l k u l t u r p r o l i f e r i e r e n 
Z e l l e n v ö l l i g asynchron, d.h. die Z e l l e n sind s t a t i s t i s c h ü b e r 
a l l e Zellzyklusphasen v e r t e i l t . Die Anzahl der Z e l l e n , die 
sich i n einer bestimmten Zellzyklusphase befinden, entspricht 
dem A n t e i l dieser Phase an der Gesamtzyklusdauer. Wirkt Ova-
l i c i n nur i n einem z e i t l i c h begrenzten I n t e r v a l l des Z e l l z y k -
l u s , so sind nur die Z e l l e n hemmstoffempfindlich, die s i c h 
i n dieser Phase befinden. Auf die ü b r i g e n Z e l l e n wirkt ein 
z e l l z y k l u s s p e z i f i s c h e r Hemmstoff v e r z ö g e r t , n ä m l i c h erst nach 
Einwanderung i n die toxinsensitive Phase. Vermehren sich Z e l -
len dagegen synchron, so s o l l t e n sie a l l e innerhalb eines eng 
begrenzten Zeitraums i n die hemmstoffempfindliche Phase e i n ^ 
treten und deshalb rascher gehemmt werden. 
Um diese Hypothese zu p r ü f e n , wurden Sk9»1-Lymphomzellen 
6 2* 
durch Einwirkung von Dibutyryl-cAMP (N , 0 -Dibutyryl-adenosin-
3*: 5*-zyklisches-monophosphat) s y n c h r o n i s i e r t . In Gegenwart 
von T h e o p h i l l i n , einem I n h i b i t o r von Phosphodiesterasen (Cof-
fino et a l . , 1975) kann Dibutyryl-cAMP, über die Aktivierung 
von Proteinkinase(n) und Phosphorylierung von regulatorischen 




-Phase anhalten (Coffino et a l . , 1 9 7 5 ) » O v a l i c i n s o l l t e 
daher nach dem Auswaschen von Dibutyryl-cAMP rascher auf die 
nun synchronisierten Z e l l e n wirken, a l s auf nicht synchroni-
s i e r t e S 4 9 . 1 - Z e l l e n , vorausgesetzt, d a ß die Dibutyryl-cAMP-
Wirkung r e v e r s i b e l i s t (vgl. Coffino et a l . , 1 9 7 5 ) » Zudem kann 
man erwarten, wenn O v a l i c i n w ä h r e n d der -Phase wirkt ( v g l . 
Kap. B1 ) , daß O v a l i c i n - mehrere Stunden nach Aufhebung des 
Blocks zugesetzt - keinen E i n f l u ß mehr auf die Z e l l e n h a t . 
Zu S 4 9 . 1 - Z e l l e n wurden 0.2 mM T h e o p h i l l i n und 0.1 mM Dibuty-
ryl-cAMP zugesetzt (wie i n Coffino et a l . , 1 9 7 5 ) » Eine Kon-
t r o l l k u l t u r e r h i e l t nur 0.2 mM T h e o p h i l l i n . Nach 24 Stunden 
wurden beide Kulturen z e n t r i f u g i e r t , die Z e l l e n gewaschen und 
i n frischem Medium mit 0.2 mM T h e o p h i l l i n , jedoch ohne Dibuty-
ryl-cAMP resuspendiert. Die Z e l l k u l t u r , die Dibutyryl-cAMP 
e n t h i e l t , v/urde auf 4 kleine Kulturflaschen v e r t e i l t . 3 F l a -
sehen e r h i e l t e n O v a l i c i n (Endkonzentration c a . 2 x 10 M) 
und zwar eine s o f o r t , eine nach 2 Stunden und die d r i t t e nach 
6 Stunden. Als M e ß p a r a m e t e r diente der p H ] Thymidineinbau 
w ä h r e n d einer Stunde i n s ä u r e f ä l l b a r e s Z e l l y s a t . In der Kon-
t r o l l k u l t u r verdoppelte s i c h der Thymidineinbau vor und nach 
dem Waschen t r o t z T h e o p h i l l i n innerhalb von 16 Stunden. Dies 
entspricht der normalen Verdopplungsdauer von S49.1-Lymphom-
z e l l e n ( v g l . Kap. B2a). T h e o p h i l l i n hat also auf die Z e l l z y k -
lusparameter keinen E i n f l u ß (Coffino et a l . , 19 7 5 )• Nach einer 
V e r z ö g e r u n g s p h a s e von rund 4 Stunden fällt der Thymidineinbau 
i n Dibutyryl-cAMP gehemmte Zell e n mit einer Halbwertszeit von 
c a . 5 . 5 Stunden ab. 24 Stunden nach Dibutyryl-cAMP-Zugabe sind 
nur noch weniger a l s 10 % der u r s p r ü n g l i c h e n A k t i v i t ä t vor-
handen ( F i g . 22). Im Gegensatz zum erwarteten raschen Anstieg 
der DNA-Synthese nach Auswaschen des Dibutyryl-cAMPs
+
^, nimmt 
In der L i t e r a t u r sind folgende Zellzyklusparameter für S 4 9 . 1 -
Z e l l e n angegeben: G. = 2.1 h, S = 12 h, G
p
+M = 3 h ( C o f f i -
no et a l . , 1 9 7 5 ) . 
- 102 -
Inkubationsdauer (h) 
F i g . 26 Wirkung von O v a l i c i n auf den Thymidineinbau D i b u t y r y l -
cAMP- synchronisierter S49»1-Lymphomzellen 
2 exponentiell wachsende 50 ml S49» 1-Kulturen (Ausgangszell-
dichte: 0 . 3 x l O
6
 Zellen/ml) e r h i e l t e n 0 . 2 mM T h e o p h i l l i n 
(entspricht t = 0 ) . 1 Kultur e r h i e l t z u s ä t z l i c h i n 0 . 2 5 ml 
BSS-Puffer ( s . Material 3 a ) 5 uMol Dibutyryl-cAMP (Endkonzen-
t r a t i o n : 0.1 mM). 24 h später wurden die Z e l l e n mit Theophil-
l i n haltigem Medium von Dibutyryl-cAMP freigewaschen ( s . Metho-
de 6) und i n frischem Kulturmedium (mit 0 . 2 mM T h e o p h i l l i n ) 
suspendiert. Die Kultur ohne Hemmstoff wurde zur Kontrolle 
i d e n t i s c h behandelt. A n s c h l i e ß e n d wurden je 10 ml der Z e l l s u s -
pensionen i n kleine Kulturflaschen p i p e t t i e r t und den syn-
chronisierten Zellen s o f o r t , 2 h und 6h später O v a l i c i n (End-
konzentration: ca. 2 x 10"? M) zugesetzt. 1 h vor den i n der 
Abszisse angegebenen Zeiten wurden Proben entnommen ( s . Metho-
de 7a) und der pH]Thymidineinbau (1 uCi/ml; 0 . 5 Ci/mMol) w ä h -
rend 1 h bestimmt ( s . Methoden 8 a , 1 0 a ) . Fortsetzung s. n ä c h s t e 
S e i t e . 
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O 0 . 2 mM Theophillin; ohne Dibutyryl-cAMP und O v a l i c i n 
• 0 . 2 mM T h e o p h i l l i n , 0.1 mM Dibutyryl-cAMP (bis t =•. 2 4 ) 
• wie • , jedoch t = 2 4 . 5 Zugabe von O v a l i c i n (2 x 10"^ M) 
• wie • , jedoch t = 2 6 . 5 Zugabe von O v a l i c i n (2 x 1 0 " 7 M) 
• wie • , jedoch t = 3 0 . 5 Zugabe von O v a l i c i n (2 x 1 0 ~ 7 M) 
T
D
 = Verdopplungsdauer 
der Thymidineinbau bei den Ze l l e n ohne O v a l i c i n zunächst für 
weitere 4 Stunden ab, bevor er langsam a n s t e i g t , um 24 - 30 
Stunden nach Aufhebung des Blocks die ur s p r ü n g l i c h e Einbaura-
te wieder zu erreichen ( F i g . 2 6 , 2 3 ) . Dies z e i g t , daß mit H i l -
fe von Dibutyryl-cAMP nur schlecht synchronisierte S 4 9 . 1 - Z e l -
len erhalten werden. Bei scharfer Synchronie h ä t t e die DNA-
Sy n t h e s e a k t i v i t ä t innerhalb von ca. 14 Stunden nach Durchlau-
fen eines Maximums, wieder auf sehr niedrige Werte a b f a l l e n 
m ü s s e n ( s . Fußnote S . 1 0 1 ) . In Gegenwart von O v a l i c i n beginnt 
der Thymidineinbau zur gleichen Zeit wie bei den Ze l l e n ohne 
O v a l i c i n ; er er r e i c h t jedoch nicht die Größe des Thymidinein-
baus der K o n t r o l l z e l l e n . Die Hemmung prägt s i c h wie auch bei 
asynchron wachsenden Kulturen erst nach einer V e r z ö g e r u n g s p h a -
se aus, die mit 1 0 - 1 2 Stunden jedoch d e u t l i c h k ü r z e r i s t 
( F i g . 2 2 , Tab, 2 2 ) . Auch wenn O v a l i c i n erst s p ä t e r nach dem 
Aufheben des Dibutyryl-cAMP-Blocks zugesetzt wurde, vermag 
der Hemmstoff zu wirken. U n a b h ä n g i g vom ZugabeZeitpunkt t r i t t 
die Hemmung des Thymidineinbaus g l e i c h z e i t i g c a . 11 Stunden 
nach dem Auswaschen des Dibutyryl-cAMPs auf. Zu diesem Z e i t -
punkt befindet s i c h zumindest ein T e i l der Z e l l e n b e r e i t s 6 
Stunden u n b e e i n f l u ß t i n der S-Phase. O v a l i c i n i s t demnach 
wahrscheinlich nicht i n der Lage, den G-j/S-Phasenübergang ge-
n e r e l l zu unterbinden, vorausgesetzt das Toxin hat innerhalb 
weniger Stunden seinen Wirkort i n ausreichender Konzentration 
e r r e i c h t . Das Au s m a ß der Hemmung i s t - bezogen auf die Dauer 
der Ovalicineinwirkung - zumindest ab t = 50 praktisch iden-
t i s c h ( F i g . 2 6 ) . 
Die V e r k ü r z u n g der Ve r z ö g e r u n g s p h a s e bei Dibutyryl-cAMP syn-
chronisierten S 4 9 . 1 - Z e l l e n kann a l s Hinweis auf eine gewisse 
- 1 0 4 -
Z e l l z y k l u s s e l e k t i v i t ä t des O v a l i c i n a n g r i f f s gesehen werden« 
Eine z e i t l i c h e Lokalisierung der O v a l i c i n s e n s i t i v e n Phase 
i s t jedoch nicht m ö g l i c h , da mit Dibutyryl-cAMP o f f e n s i c h t -
l i c h nur eine r e l a t i v d iffuse Synchronie zu e r z i e l e n i s t . 
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C Biochemische Eingrenzung des Wirkorts 
In den Kap i t e l n A und B habe i c h die z e l l s e l e k t i v e Wirkung von 
O v a l i c i n gezeigt und versucht, seinen A n g r i f f innerhalb des Z e l l -
zyklus einzugrenzen. Wie i s t nun die d i f f e r e n t i e l l e Wirkung von 
O v a l i c i n auf verschiedene Zelltypen biochemisch verursacht? K ö n -
nen die voraussagen ü b e r Z e U z y k l u s s e l e k t i v i t ä t bestätigt und der 
Wirkort bestimmt, oder zumindest weiter eingegrenzt werden? 
1 • F r ü h e r MembranlipidstoffWechsel 
Die bisherigen Versuche s c h l i e ß e n eine Hemmung der Vorg ä n g e aus, 
die kurz auf Mitogenkontakt folgen: 
Die Wirksamkeit von O v a l i c i n g e g e n ü b e r S49 .1-Lymphomzellen macht 
eine Hemmung des G Q / G
1
- P h a s e n ü b e r g a n g s unwahrscheinlich, da ex-
pon e n t i e l l p r o l i f e r i e r e n d e Z e l l e n d e f i n i t i o n s g e m ä ß kein Ruhepha-
se durchlaufen. Auch die durch O v a l i c i n kaum beeinflußte Blast-» 
z e l l b i l d u n g ( v g l . Kap. B l b ) , für die frühe Lipidsynthese notwen-
dig i s t ( P r a t t , 1977)> spricht d a f ü r , daß O v a l i c i n nicht i n frü -
he V o r g ä n g e nach Mitogenstimulation e i n g r e i f t . Dies kann man auch 
aus der Beobachtung a b l e i t e n , daß O v a l i c i n , 6 Stunden nach Mito-
gen zugesetzt, den Thymidineinbau zur 2 1 . bzw. 3 8 . Stunde noch 
maximal hemmt ( F i g . 1 8 ; v g l . Hartmann et a l . , 1 9 7 8 ) . Durch Unter-
suchung biochemischer StoffWechselvorgänge, die bald nach Mitogen-
zugabe ablaufen, s o l l e n diese aus ze l l b i o l o g i s c h e n V o r g ä n g e n abge-
l e i t e t e n S c h l u ß f o l g e r u n g e n ü b e r p r ü f t werden. 
Zu den fr ü h e s t e n Ä n d e r u n g e n nach Lektinbindung an Lymphozyten 
zählt die drastische E r h ö h u n g des Lip i d - ' t u r n overs' i n der Plas-
mamembran. Innerhalb weniger Minuten nach Con A-Zugabe i s t eine 
Zunahme des Ö l s ä u r e e i n b a u s i n die L e c i t h i n f r a k t i o n von Lymphknoten-
ze l l e n aus Kaninchen f e s t s t e l l b a r (Resch und Ferber, 1 9 7 2 ) . Ursache 
dafür i s t die rasche Aktivierung der mikrosomalen Acyl-CoA : Lysole-
cithyl-Transferase und die Änder u n g i h r e r S u b s t r a t s p e z i f i t ä t zugun-
sten u n g e s ä t t i g t e r F e t t s ä u r e n . Durch den bevorzugten Ersatz von ge-
sättigten durch u n g e s ä t t i g t e n F e t t s ä u r e n i n der Position 2 der Phos-
pholipide wird die Fl u i d i t ä t der Membran erhöht (Ferber et a l . , 1974! 
Dies hat eine e r h ö h t e P e r m e a b i l i t ä t für Ionen und Metabolite zur Fol-
ge (Resch et a l . , 1977) und führt s c h l i e ß l i c h über die morphologisch* 
Umwandlung i n B l a s t z e l l e n zu DNA-Synthese und Z e l l t e i l u n g (Pratt 
et a l . , 1 9 7 7 ) . 
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Aufgrund der bisherigen Ergebnisse s o l l t e man erwarten, daß Ova-
l i c i n keinen Ei n f l u ß auf die frühe Stimulation des L i p i d s t o f f -
wechsel hat. Um diese Vermutung abzusichern, wurde der [ ^c] Ace-
tateinbau i n Gesamtlipid und i n die L e c i t h i n f r a k t i o n * ^ w ä h r e n d 
der ersten 4 Stunden nach Con A-Zugabe i n Gegenwart von 2 x 1 0 M 
O v a l i c i n bestimmt» Als hemmstofffreie Kontrollen dienten M ä u s e -
railzzellkulturen mit und ohne Con A. Nach 4 s t ü n d i g e r Einwirkung 
von Con A auf M i l z z e l l e n findet man eine rund 30 % (22 - 43 % ) 
Stimulation des ^^c]Acetateinbaus i n Gesamtlipid im Vergleich 
zu unstimulierten Lymphozyten (Tab. 7 ) . Deutlicher fällt die S t i -
mulation aus, wenn man den [1 ^ c] Acetateinbau i n die L e c i t h i n f r a k -
t i o n v e r g l e i c h t . Die Inkorporation l i e g t h i e r um rund 70 % (44 -
96 %) ü b e r der unstimulierter Z e l l e n (Tab. 7)« Diese se l e k t i v e 
Stimulierung des F e t t s ä u r e a u s t a u s c h e s bei L e c i t h i n s p i e g e l t s i c h 
i n einem e r h ö h t e n L e c i t h i n a n t e i l am markierten Gesamtlipid wider 
(Tab. 7)« Die Steigerung des Lipidstoffwechsels durch Con A i s t 
i n M i l z z e l l e n aus M ä u s e n a l l e r d i n g s n i e d r i g im Vergleich zum 5 
fach h ö h e r e n Acetateinbau i n Con A-behandelte Lymphknotenzellen aus 
Kaninchen (Resch und Ferber, 1 9 7 2 ) . Pratt et a l . ( 1 9 7 6 ) beobachteten 
gegen eine ä h n l i c h geringe Stimulation bei Con A-oder Ph y t o h ä m -
a g g l u t i n i n - a k t i v i e r t e n menschlichen Blutlymphozyten. In Gegen-
wart von O v a l i c i n wird der Lipidstoffwechsel durch das Mitogen 
ebenfalls s t i m u l i e r t . In S e s a n t l i p i d (um 38 - 83 %) und L e c i t h i n 
(um 64 - 200 % ) wird vermehrt [ 1 Z f c]Acetat i n k o r p o r i e r t . Die S t i -
mulation i s t a l l e r d i n g s im Durchschnitt fast doppelt so g r o ß , 
wie bei den K o n t r o l l z e l l e n ohne Hemmstoff (Tab. 7 ) . 
Dieser Versuch be s t ä t i g t die zuvor beschriebenen Befunde, daß 
O v a l i c i n die frühen Reaktionen nach Mitogen/Zellkontakt nicht 
hemmt• 
Acetat wird - nach biochemischer Umwandlung i n F e t t s ä u r e n -
wie exogen angebotene Öl s ä u r e bevorzugt i n die L e c i t h i n f r a k -
t i o n von raitogenaktivierten Lymphozyten inkorporiert (Resch 
und Ferber, 1972). 
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Tab. 7 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den Acetateinbau i n T o t a l l i p i d 
und L e c i t h i n s t i m u l i e r t e r Lymphozyten kurz nach Con A-Zu-
gabe. 
Jeweils 33 x 10^ Z e l l e n (2 x l o V m l ) wurden nach 15 s t ü n d i g e r 
Vorinkubation durch Zugabe von Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l s t i -
muliert ( s . Methode 4 a ß ) . 1 Kultur e r h i e l t g l e i c h z e i t i g mit dem 
Mitogen O v a l i c i n i n einer Endkonzentration von 2 x 1 0 " ' M, einer 
weiteren p a r a l l e l angesetzten Kultur wurde nur 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 
z u p i p e t t i e r t . Zur radioaktiven Markierung der Lipide wurde zu den 
Kulturen sofo r t a n s c h l i e ß e n d je 375 nMol [
1 Z f
CJAcetat ( 1 . 4 uCi/ml; 
0 . 0 5 6 Ci/mMol; 25 nMol Acetat/ml) gegeben, 4 h spä t e r die Lipide 
e x t r a h i e r t ( s . Methode 12a) und die Menge an radioaktiv markier-
tem Gesamtlipid und L e c i t h i n bestimmt ( s . Methoden 1 2 a , b; 1 0 c ) . 
Z u s ä t z e 
[ 1 / f c ] Acetateir 
T o t a l l i p i d 
ibau (IpM) i n 
L e c i t h i n 
A n t e i l der L e c i -
t h i n f r a k t i o n am 
Gesamtlipid (%) 
- 7 942 999 1 2 . 6 
+ Con A 9 700 + 380 1 642 + 70 1 7 . 0 
+ Con A 
+ O v a l i c i n 
12 112 2 047 16 .9 
2 . DNA-Synthese i s o l i e r t e r Kerne 
O v a l i c i n wirkt nicht oder nur sehr langsam auf den Thymidinein-
bau von i n S-Phase befindlichen Lymphozyten ( v g l . F i g . 18; Hart-
amnn et a l . , 1978) oder Lymphomzellen ( F i g . 2 2 ) . Man s o l l t e da-
her erwarten, daß O v a l i c i n keinen E i n f l u ß auf die Polymerisation 
der Desoxyribonukleosid.triphosphate zu DNA a u s ü b t . 
Lymphozytenkerne, die durch milde Detergenzbehandlung i s o l i e r t 
wurden, k ö n n e n i n einem z e l l f r e i e n System Desoxyribonukleosidtri-
phosphate i n hochmolekulare DNA einbauen (Benz und Strominger, 
1975; Tseng und Goulian, 1975). Das System i s t von Magnesiumionen, 
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Inkubationsdauer (min) 
F i g . 27 K i n e t i k des pH]dTTP-Einbaus i n DNA von Kernen aus un-
s t i m u l i e r t e n , stimulierten und O v a l i c i n gehemmten, s t i -
mulierten M i l z z e l l e n 
Jeweils 100 x 10^ Lymphozyten (2 x 10*Vml) wurden ohne Vorinku-
bation durch Zugabe von Con A (Endkonzentration: 1 ug/ml) i n Ab-
wesenheit von 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l s t i m u l i e r t ( s . Methode 4 a ß ) « 
Das Kulturmedium e n t h i e l t s t a t t 2 . 5 %> 5 % fötales K ä l h e r s e r u m . 
Eine Kultur b l i e b ohne Con A, wäh r e n d einer anderen g l e i c h z e i t i g 
mit dem Mitogen O v a l i c i n (Endkonzentration: 7 x 10""? M) zugesetz 
wurde. 46 h nach Versuchsbeginn wurden Kerne p r ä p a r i e r t ( s . Me*-
thode 13aa) und der pH] dTTP-Einbau i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Kernlyr-
sat bestimmt ( s . Methoden 8 c , 1 4 a ) . Die Werte wurden um die Nicht-
linearität der K e r n z a h l a b h ä n g i g k e i t des dTTP-Einbaus k o r r i g i e r t 
und der Einbau auf 1 x 1 0 ^ Kerne normiert ( s . Methode 14b) 
Fortsetzung der Legende s. nächste S e i t e . 
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O Kerne aus Lymphozyten + Con A (1.03 x 10 Kerne/Test) 
„ 7 




• Kerne aus Lymphozyten - Con A (1 . 3 5 x 1O^Kerne/Test) 
p H ] Thymidineinbau ganzer Z e l l e n : Vor Isolierung der Kerne wurden 
zur Bestimmung der D N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t ganzer Z e l l e n den ver-
schiedenen A n s ä t z e n 39 b nach Versuclis.beginn Proben entnommen 
( s . Methode 7a), p H ] Thymidin (1 uCi/ml, 6 . 7 Ci/mMol) zugesetzt 
( s . Methode 7c) und 6 h s p ä t e r die s ä u r e f ä l l b a r e R a d i o a k t i v i t ä t 
bestimmt ( s . Methoden 8aa, 10a). 
Z e l l e n p H ] Thymidineinbau (IpM) 
- Con A 1 466 + 6 
+ Con A 11 021 + 17 
+ Con A, + O v a l i c i n 3 861 + 93 
regenerierenden System) a b h ä n g i g ( v g l . Tab. 3 ) « Letzteres s p r i c h t 
d a f ü r , d aß p H ] d T T P h a u p t s ä c h l i c h durch Replikation i n die DNA 
gelangt und nicht durch Reparatursynthese (Benz und Strominger, 
1975; Jazwinski et a l . , 1 9 7 6;vgl. auch S c h l ä g e r , 1 9 7 8 ) . Die DNA 
wird dabei, ä h n l i c h wie i n intakten Z e l l e n , d i s k o n t i n u i e r l i c h und 
semikonservativ kopiert (Benz und Strominger. 1 9 7 5 ; Tseng und 
Goulian, 1 9 7 5 ; Thompson und Mueller, 1 9 7 5 )• Bevorzugt wird die 
Polymerisationsreaktion an i n ganzen Z e l l e n begonnenen S t e l l e n 
(Replikons) fo r t g e f ü h r t (Thompson und Mueller, 1 9 7 5 ; für eine 
Ubersicht s. Edenberg und Hubermann, 1 9 7 5 )• denn N e u i n i t i a t i o n 
scheint nur i n begrenztem M a ß e m ö g l i c h zu sein (Tseng und Gouli-
aan, 1975) und wie auch bei anderen eukariotischen Z e l l e n von Zy-
toplasmafaktoren a b z u h ä n g e n (Jazwinski et a l . , 1 9 7 5 ; Grummt, 
1 9 7 8 ) . Trotzdem r e f l e k t i e r t das z e l l f r e i e DNA-Replikationssystem 
die i n ganzen Zellen gefundene D N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t (Thompson 
und Mueller, 1975; Benz und Strominger, 1975; v g l . F i g . 2 7 ) . 
Dieses System erscheint geeignet, den E i n f l u ß von O v a l i c i n zumin-
dest auf die Elongationsreaktion der DNA-Replikation zu untersu-
chen. M i ß t man den p H ] dTTP-Einbau i n a l k a l i s t a b i l e Polymere von 
Lymphozytenkerne für 45 Minuten, so i s t selbst bei 3 x 10~^ M 
O v a l i c i n keine Hemmung me ß b a r (Tab. 8 ) . Auch auf den dTTP-Einbau 
durch U l t r a s c h a l l z e r s t ö r t e r Kerne, die noch c a . 40 % der DNA-
S y n t h e s e a k t i v i t ä t i n t a k t e r Kerne (Tab. 8) bei g l e i c h e r Einbauki-
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net i k (ohne Beleg) zeigen, hat O v a l i c i n (3 x 10 M) eben f a l l s 
keinen Ei n f l u ß (Tab. 8 ) . In diesem d i s s o z i i e r t e n System s o l l t e 
O v a l i c i n f r e i e n Z u t r i t t zu a l l e n Kernkomponenten haben. Offen-
s i c h t l i c h i s t die Polykondensation der DNA-Bausteine nicht der 
direkte Angrffspunkt für O v a l i c i n , vorausgesetzt O v a l i c i n i s t 
die b i o l o g i s c h aktive Form des Hemmstoffs. 
Tab. 8 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den dTTP-Einbau i n t a k t e r und 
U l t r a s c h a l l behandelter Lymphozytenkerae 
6 6 100 x 10 n i c M vorinkubierte Lymphozyten (2 x 10 /ml) wurden 
durch Zugabe von 100 ug Con A (Endkonzentration: 2ug/ml) stimu-
l i e r t ( s . Methode 4a/0« Die Zel l e n von Experiment 2 e r h i e l t e n 
24 h sp ä t e r 5 x 10""? Mol 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (resultierende End-
konzentration: 10~5 M ) . 46 h (Experiment 1) bzw. 50 h (Experiment 
2) nach Mitogenzugabe wurden aus den Z e l l e n Kerne p r ä p a r i e r t ( s . 
Methode 1 3 a a ) , ein T e i l der Kerne durch U l t r a s c h a l l aufgeschlos-
sen ( s . Methode 13c) und der p H ] dTTP-Einbau i n a l k a l i s t a b i l e s , 
s ä u r e f ä l l b a r e s Kernlysat w ä h r e n d 45 min b e i 37 C bestimmt ( s . 
Methoden 8 c , 1 4 a ) . Die M e ß w e r t e wurden um den Leerwert (Inkuba-
t i o n ohne Kerne) von 40 IpM k o r r i g i e r t . 
Experiment Vorbehandlung 
der Kerne 
p H ] dTTP-Eint 
(IpM x 1 0 - 6 
- O v a l i c i n 
au i n Kerne 
Kerne*"') 
+ O v a l i c i n 
(3 x 1 0 - 6 M) 
1 - 436 + 1 430 + 16 
2 
- 1 032 + 63 nicht bestimmt 
mit 
U l t r a s c h a l l 4 0 8 + 1 3 
398 + 1 
Auf der anderen Seite i s t die DNA-Synthese i n Kernen O v a l i c i n -
gehemmter Zellen deutlich reduziert im Ve r g l e i c h zur A k t i v i t ä t 
eines z e l l f r e i e n Systems aus unbehandelten Z e l l e n ( F i g . 2 7 ; Hart-
mann et a l . , 1 9 7 8 ) . 
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Inkubiert man Kerne, die aus ungehemmten, mit 7 x 10 M O v a l i c i n 
gehemmten und unstimulierten Lymphozyten nach 46 stündiger Kul-
tur i s o l i e r t wurden, i n der DNA-Synthesemischung ( v g l . Methode 
14a), so findet man bei a l l e n 3 P r ä p a r a t i o n e n einen für 1 0 - 2 0 
Minuten l i n e a r e n Einbau von [^H] dTTP ( v g l . S c h l ä g e r , 1978). Die 
Relation der A k t i v i t ä t e n entspricht a n g e n ä h e r t dem Ve r h ä l t n i s des 
i n ganzen Z e l l e n gemessenen Thymidineinbaus ( F i g . 2 7 ) . Die i n 
Z e l l k u l t u r gemessene Hemmung der DNA-Synthese b l e i b t also auch 
im z e l l f r e i e n System e r h a l t e n , hervorgerufen durch eine v e r r i n -
gerte Elongationsgeschwindigkeit oder eine erniedrigte Zahl von 
i n intakten Z e l l e n i n i t i i e r t e n Replikons. Die im z e l l f r e i e n Sy-
stem gefundenen Hemmwerte betragen jedoch im M i t t e l (6 Versuche) 
nur rund 75 % der i n Z e l l e n beobachteten Hemmung der DNA-Synthe-
se (ohne B e l e g ) . 
Dieser Versuch z e i g t , d a ß O v a l i c i n die Bildung eines wichtigen 
Bausteins der DNA-Synthesemaschinerie verhindert. Wie auch b e i 
anderen Hemmstoffen, wie z. B. Cycloheximid (Her6hey et a l . , 1973), 
C o l c h i c i n (Hauser et a l . , 1976) und Methylglyoxal-bis-(guanylhy-
drazon)"^ (Krokan und Eri k s e n , 1977), läßt s i c h das defekte DNA-
Replikationssystem i n v i t r o nicht durch Desoxyribonukleosidtri-
phosphate supplementieren. Dies sc h l i e ß t aus, daß O v a l i c i n wie 
Hydroxyharnstoff, einem Hemmstoff des Ribonukleosiddiphosphat-
Reduktasesystems, den D N A - V o r l ä u f e r p o o l e r n i e d r i g t und so die 
DNA-Synthese r e d u z i e r t . In diesem F a l l i s t es m ö g l i c h , die DNA-
S y n t h e s e a k t i v i t ä t von Kernen aus Hydroxyharnstoff gehemmten HeLa-
Zel l e n i n v i t r o v o l l s t ä n d i g durch Zugabe von Desoxyribonukleosid-
triphosphaten zu re k o n s t i t u i e r e n (Hershey et a l . , 1973)« 
Cycloheximid i s t e i n Hemmstoff der Proteinsynthese, C o l c h i c i n 
des m i k r o t u b u l ä r e n Systems. Methylglyoxal-bis-(guanylhydrazon) 
i n h i b i e r t die S-Adenosylmethionin-Decarboxylase, ein S c h l ü s s e l -




In Eukarionten sind Protein- und DNA-Synthese eng miteinander 
v e r k n ü p f t (Seale und Simpson, 1975; R i c h t e r , 1 9 7 7 ; Hartmann et a l . , 
1 9 7 8 ) . Für die i n der S-Phase beginnende DNA-Replikation müssen 
durch Proteinsynthese die zur Synthese und Verpackung der DNA be-
n ö t i g t e n Proteine b e r e i t g e s t e l l t werden. Ist i h r e korrekte Syn-
these durch Inhibitoren der Proteinsynthese (Hartmann et a l . , 
1978) oder durch A m i n o s ä u r e a n a l o g a (Weintraub, 1972) verhindert, 
so h ö r t die DNA-Replikation rasch auf. A l s Kopplungsglieder kom-
men Histone, die für die Chromatinbildung e s s e n t i e l l sind (Wein-
traub, 1972 ; E l g i n und Weintraub, 1975; Weintraub, 1976) oder 
kurzlebige Proteine i n Frage (Gautschi und Kern, 1 9 7 3 ; Brooks, 
1 9 7 7 ) . 
Es i s t daher denkbar, daß die bisher untersuchte DNA-Synthesehem-
mung nur einen sek u n d ä r e n Effekt d a r s t e l l t und durch Ausschaltung 
der Proteinsynthese hervorgerufen wird. Aus diesem Grund wurde 
der E i n f l u ß von Ov a l i c i n auf die Proteinsynthese untersucht. 
a) Vergleich von Protein- und DNA-Synthesehemmung 
Der Einbau von radioaktiv markiertem Leucin i n den s ä u r e u n l ö s -
l i c h e n A n t e i l des Ze l l y s a t s diente a l s M a ß für Proteinbiosyn-
-7 
these. Eine 14 stündige Inkubation von Lymphozyten mit 2 x 10 
Mol/1 O v a l i c i n führt zu einer 20 - 3 0 % Reduktion der zwischen 
der 12. - 1 4 « Stunde nach Mitogenzugabe gemessenen Proteinsyn-
these, während die zu diesem Zeitpunkt geringe DNA-Syntheseak-
tivi t ä t bereits zu 60 - 70 % gehemmt wird (Tab. 9 ; v g l . F i g . 9 
und Hartmann et a l . , 1 9 7 8 ) . Durch V e r l ä n g e r u n g der Einwirkdau-
er von Ov a l i c i n auf 38 Stunden er h ö h t s i c h die Hemmung der 
Proteinsynthese auf 40 - 50 % und l i e g t damit nur gering unter 
der Hemmung des g l e i c h z e i t i g gemessenen Thymidineinbaus (Tab. 
9 )
+
\ Die Ursache der zunehmenden Proteinsynthesehemmung, die 
Als Ursache für die E r h ö h u n g der Proteinsynthesehemmung 
könnte eine Ä n d e r u n g der spezifischen R a d i o a k t i v i t ä t des 
radioaktiv markierten Leucins durch E r s c h ö p f u n g der un-
markierten A m i n o s ä u r e im Medium i n Frage kommen (Kay et a l . , 
1 9 7 1 ) . Fortsetzung der Fu ß n o t e s. nä c h s t e Seite 
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Tab. 9 V e r g l e i c h der Hemmung von Thymidin- und Leucineinbau 
Con A - s t i m u l i e r t e r Lymphozyten durch O v a l i c i n 
Nach 1 0 - 1 2 s t ü n d i g e r Vorinkubation wurden jeweils 7 . 8 x 10^ 
Z e l l e n (Experiment 1: 1 . 7 3 x l 0
6
/ml) bzw. 8 . 8 x 1 0 6 Z e l l e n 
(Experiment 2 , 3 : 2 x 10°/ml) durch Zugabe von Con A (Endkon-
zentration: 1 ug/ml) und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkonzentration: 
10"5 M) i n Normalmedium (Experiment 2 , 3 ; s» Ma t e r i a l 3 a ) bzw. 
i n Medium mit 22 % des Normalgehalts an Leucin (Experiment 1 ; 
s. Methode 7 b ) s t i m u l i e r t ( s . Methode 4 a / 5 ) . G l e i c h z e i t i g mit 
dem Mitogen e r h i e l t e i n T e i l der Kulturen O v a l i c i n i n einer 
Endkonzentration von 2 x 10"7 M. Zu den angegebenen Zeiten 
wurden den Kulturen Proben entnommen ( s . Methode 7 a ) , p H ] Leu-
c i n ( 5 uCi/ml; resultierende spezifische R a d i o a k t i v i t ä t : 
0 . 0 6 3 Ci/mMol (Experiment 1) bzw. 0 . 0 1 3 Ci/mMol (Experiment 3 ) ) 
oder p H ] Thymidin (1 uCi/ml; 0 . 5 Ci/mMol) zugesetzt ( s . Metho-
de 7 c ) und 2 h s p ä t e r die s ä u r e f ä l l b a r e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt 
( s . Methoden 8a/J, 8b/3, 1 0 a ) . 
Z u s ä t z e 
ZugabeZeitpunkt 
des radioaktiven 
V o r l ä u f e r s ( h 
nach Con A-Zugabe) 
p H ]Leucineinbau 
(IpM) 
p H ] Thymidinein-
bau (IpM) 
+ O v a l i c i n 
2 x 1 0 - 7 M 
12 
(100 % ) 
7 741 + 27 
-Experiment 1 -
5 700 + 139 
(73 % ) 
(100 % ) 
094 + 28 
-Experiment 2 -
4 4 3 + 
(37 % ) 
30 
+ O v a l i c i n 
2 x 1 0 - 7 M 
36 
(100 % ) 
8 565 + 3 0 8 
-Experiment 3 " 
4 391 + 62 
(51 ¥o) 
(100 % ) 
40 594 + 1 
-Experiment 
13 250 + 




Da ungehemmte M i l z z e l l e n die e s s e n t i e l l e A m i n o s ä u r e Leucin dem 
Medium rascher entnehmen, s o l l t e bei Zugabe von Leucin eine 
höh e r e s p e z i f i s c h e R a d i o a k t i v i t ä t r e s u l t i e r e n a l s bei gehemm-
ten Z e l l e n . Dies t r i f f t wahrscheinlich nicht zu, da weniger 
gut s t i m u l i e r t e Z e l l e n (ohne M e r c a p t o ä t h a n o l ) , deren A k t i v i t ä t 
nur c a . 20 % im Ver g l e i c h zu Zellen mit M e r c a p t o ä t h a n o l aus-
macht, t r o t z geringerem Leucinverbrauch unter den gleichen M e ß -
bedingungen i n pr a k t i s c h gleichem A u s m a ß gehemmt werden (ohne 
Beleg). 
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bei g l e i c h niedrigen Ovalicinkonzentrationen wie die Hemmung 
der DNA-Synthese e i n t r i t t (ohne Beleg), könnte der A u s f a l l der 
DNA-Synthese s e i n . Dies wird genauer i n Abschnitt 3d unter-
sucht. 
b) Z e l l f r e i e Proteinsynthese 
Die Proteinsynthese wird nach kurzer ( 14 Stunden) und langer 
(40 Stunden) Ovalicineinwirkung weniger gehemmt a l s die DNA-
Synthese, gemessen am Thymidineinbau i n s a u r e f ä l l b a r e s Z e l l -
lysat (Tab. 9 ) . Das macht eine direkte Beeinflussung der R i -
bosomen oder anderer Komponenten des Proteinsyntheseapparates 
wenig wahrscheinlich. Um diese Vermutung zu ü b e r p r ü f e n , wurde 
die Wirksamkeit von O v a l i c i n auf zwei z e l l f r e i e Proteinsynthese-
systeme aus Lymphozyten untersucht. Dabei handelt es s i c h um 
die Poly rU gesteuerte Polyphenylalaninsynthese bei 10 mM Mg*^
+ 
und den Einbau von pH]Leucin i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s M a t e r i a l mit 
endogener mRNA a l s M a t r i t z e . Beide Ribosomensysteme wurden mit 
Uberstandsfaktoren aus Rattenleber ( s . Methode 15) supplemen-
t i e r t • 
Aus stimulierten Lymphzyten wurden 42 Stunden nach Mitogenzu-
-r .vo p-j bosomen i s o l i e r t und der Ein f l u ß von O v a l i c i n auf ihre 
A k t i v i t ä t mit H i l f e von [^H] Leucin bzw. [^H] Phenylalanin a l s 




 keinem der beiden Systeme wird der Einbau der radio-
aktiv markierten A m i n o s ä u r e n i n s ä u r e f ä l l b a r e s M a t e r i a l durch 
O v a l i c i n bis zu 1 0 - / + M s i g n i f i k a n t gehemmt (Tab. 1 0 , 1 1 ) . Ein-
s c h r ä n k e n d muß al l e r d i n g s erwähnt werden, daß die Versuche mit 
Poly rU a l s exogener mRNA wahrscheinlich bei R i b o s o m e n ü b e r -
schuß ( v g l . F i g . 4 ) d u r c h g e f ü h r t wurden, sodaß durch L i m i t i e -
rung einer oder mehrerer Komponenten des z e l l f r e i e n Systems 
der gemessene [*p] Phenylalanineinbau nicht p roportional der 
Pib o s o m e n a k t i v i t ä t i s t ( v g l . F i g . 4 b ) . Eine geringe Hemmung 
könn t e unter solchen Bedingungen wahrscheinlich nicht gefun-
den werden. Zur Kontrolle wurde jedoch die Wirkung von 
2 x 10~5 M Verrucarin A, einem Proteinsyntheseinhibitor (Hart-
ruann et a l . , 1 9 7 8 ) , unter den gleichen Bedingungen g e t e s t e t . 
Hier wurde eine rund 50 % Hemmung nach Abzug des Phenylalanin-
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Tab. 10 Wirkung von O v a l i c i n auf die Poly rü gesteuerte Poly-
phenylalaninsynthese i n einem z e l l f r e i e n System mit 
Ribosomen aus st i m u l i e r t e n Lymphozyten 
Fü r die Stimulation der M i l z z e l l e n und die Ribosomenisolierung 
siehe Tab. 12. Zur Bestimmung der Poly rü gesteuerten Polyphe-
nylalaninsynthese wurde der Einbau von p H ] Phenylalanin (1 uCi/ 
Test; 9 Ci/mMol) i n Gegenwart verschiedener Hemmstoffe w ä h r e n d 
15 min b e i 37 C gemessen ( s . Methode 1 5 ) « Die pro Test einge-
setzten Ribosomen e n t h i e l t e n 9*45 ug RNA ( s . Methode 1 5 ) » 
Z u s ä t z e 
p H ] Phenylalanineinbau 
(IpM) 
- 2 6 3 0 + 4 9 4 
7 x 1 0 ~ 7 M 
O v a l i c i n 
1 x 10"^ M 
2 7 0 7 +310 
2 5 4 5 + 2 9 3 
ohne Ribosomen 1 0 4 0 + 2 7 1 
ohne Poly rü 1 5 8 0 + 4 3 
Verrucarin A 2 x 1 0 ~ ^ M 1 8 1 1 + 1 2 9 
einbaus ohne Ribosomen beobachtet. Der Versuch ohne Zusatz exo-
gener RNA wurde auch mit einer niedrigeren Ribosomenmenge durch-
g e f ü h r t . Die Resultate decken sich mit denen aus dem hi e r be-
schriebenen Experiment (ohne Beleg). Diese Versuche b e s t ä t i g e n 
die die i n Abschnitt C 3 a beschriebenen Ergebnisse. Das Ribo-
som oder andere Komponenten des Proteinsyntheseapparats sind 
nicht der molekulare Wirkort von O v a l i c i n . 
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Tab. 11 Wirkung von O v a l i c i n auf den von endogener mRNA ge-
steuerten leucineinbau i n einem z e l l f r e i e n System mit 
Ribosomen aus stimulierten Lymphozyten 
Für die Stimulation der M i l z z e l l e n und die Ribosomenisolierung 
siehe Tab. 12. Zur Bestimmung der Proteinsynthese an endogener 
mRNA wurde der Einbau von [3H] Leucin (1 uCi/Test; 38 Ci/mMol) 
während 15 Minuten bei 37 C gemessen ( s . Methode 1 5 ) « Die pro 
Test eingesetzten Ribosomen enthielten 9 . 4 5 ug RNA ( s . Metho-




- 1 ^64 + 84 
7 x 1 0 ~ 7 M 
Oval i c i n , 
1 x 10"^ M 
1 676 + 23 
1 739 +. 213 
ohne Ribosomen 375 + 160 
Eine andere Beobachtung i s t i n diesem Zusammenhang bemerkens-
wert. I s o l i e r t man 42 Stunden nach Con A-Zugabe aus O v a l i c i n -
-7 
gehemmten Lymphozyten (2 x 10 M) Ribosomen und bestimmt i h -
re Menge anhand des Nu k l e i n s ä u r e g e h a l t s durch Vergleich der 
Extinktion bei 280 und 260 nm (Warburg und C h r i s t i a n , 1 9 4 1 ) » 
so findet man nur rund 50 % der Ribosomenmenge aus unbehandel-
ten Z e l l e n (Tab. 1 2 ) . Beide Präparationen haben den gleichen 
Quotienten Ä E 2 8 0 ^ E 2 6 0
 U n d s o m i t e i n
 ähnliches Protein/Nukle-
i n s ä u r e - V e r h ä l t n i s . Obwohl diese Bestimmungsmethode r e l a t i v 
unempfindlich i s t , läßt s i c h die Ribosomenmenge anhand ihres 
RNA-Gehaltes im gemessenen Bereich recht gut ermitteln (+ 10 % , 
ohne Beleg). Die zum Vergleich bestimmte Hemmung des [^H] Leu-
cineinbaus i n ganze M i l z z e l l e n zwischen der 4 0 . und 44» Stun-
de nach Stimulation beträgt 46 % (Tab. 1 2 ) . Die nach 42 Stun-
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den gefundene Ribosomenmenge entspricht recht genau der i n den 
Lymphozyten zu diesem Zeitpunkt gefundenen Proteinsyntheseak-
t i v i t ä t . Die Wirkung von O v a l i c i n auf die Proteinsynthese i n 
ganzen Zel l e n kann also einfach auf einer quantitativen Reduk-
t i o n des katalytischen Apparats der Proteinsynthese beruhen. 
Tab. 12 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den Ribosomengehalt Con A -
s t i m u l i e r t e r Lymphozyten 
2 A n s ä t z e mit jeweils 115 x 10^ nicht vorinkubierten M i l z z e l -
len (2 .3 x 10^/ml) e r h i e l t e n je 50 ug Con A (Endkonzentration: 
1 ug/ml), 1 Kultur z u s ä t z l i c h 2.5 ug O v a l i c i n (Endkonzentra-
t i o n : 2 x 10""' M) ( s . Methode 4a/5). 23 h später wurde 2-Mer-
c a p t o ä t h a n o l i n einer Endkonzentration von 10"5 M zugesetzt. 
40 h nach Mitogenzugabe wurden je 2 x Ö . 9 ml der Zellsuspen-
sionen entnommen ( s . Methode 7a) und der Einbau von p H ] Leu-
c i n (5 uCi/ml; 0.013 Ci/mMol) w ä h r e n d 4 h gemessen ( s . Metho-
de 8ba, 10a). Aus den r e s t l i c h e n Z e l l e n wurden 42 h nach S t i -
mulation Ribosomen i s o l i e r t ( s . Methode 15) und die absolute 
Menge nach Warburg und C h r i s t i a n (1941) bestimmt ( s . Methode 
15). 
Toxinzusatz 
zum Z e l l k u l t u r -
medium 
p H ] Leucineinbau 
(IpM) 
40 - 44 n 





2 6 0 nm 
l f r a k t i o n 
RNA-Menge (ug) 
pro 2 x I0°ein-
g e s ä t e r Z e l l e n 
- 22 001 + 189 (100 %) 0.600 330 (100 %) 




11 968 + 553 
( 54 %) 
0.601 
168 
( 51 %) 
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c) Proteinsynthese kurz nach Mitogenzugabe 
Die Proteinsynthese i s t nicht der direkte Wirkort von Ova l i -
c i n , Ist die Reduktion der Proteinsynthese nur ein Nebeneffekt 
der Ovalicinwirkung oder i s t die Hemmung des Translationsvor-
gangs ausreichend, um die DNA-Replikation im beobachteten Ma-
ße zu verhindern ( v g l . Hartmann et a l . , 1978)? Durch genaue 
Analyse der Proteinsynthesehemmung w i l l i c h der Antwort auf 
diese Frage n ä h e r k o m m e n . 
a m Mitogenstimulation der Proteinsynthese 
Ausgeruhte Lymphozyten ( s . Methode 4aß) bauen bereits 2 Stun-
den nach Con A-Zugabe s i g n i f i k a n t mehr [^H] Leucin i n säureun-
l ö s l i c h e s , a l k a l i s t a b i l e s Z e l l y s a t ein a l s unstimulierte Z e l -
len ( F i g . 28). Um diese Nachweisempfindlichkeit zu erreichen, 
muß t e n die M i l z z e l l e n für die Pulsdauer i n Leucin-armes Puls-
medium über f ü h r t werden ( s . Methode 7 b ) . Eine ä h n l i c h frühe 
Zunahme der Leucineinbaurate wird auch von Kay ( 1 9 6 8 ) nach 
Ph y t o h ä m a g g l u t i n i n z u s a t z zu peripheren Humanlymphozyten und 
von Hauser et a l . ( 1978) bei Con A-stimulierten Rinder-Lymph-
knotenzellen beobachtet. Dieser erhöhte Einbau r e f l e k t i e r t 
wahrscheinlich eine Zunahme der Neusynthese von Proteinen
+
^ 
und nicht eine zunehmende Sät t i g u n g des in t r a z e l l u l ä r e n Leu-
cinpools, da exogenes [^H] Leucin mit in t r a z e l l u l ä r e m Leucin 
1n Lymphozyten rasch äquilibriert und die Aufnahmegeschwindig-
keit und Poolgröße sich nach Stimulation kaum än d e r n (Ling und 
Kay, 1 9 7 5 ; Peters und Hausen, 1971; Wettenhall und London, 
1 9 7 4 ) » Mit fortschreitender Inkubationsdauer nimmt die Einbau-
rate, gemessen i n 2 stündigen [^H]Leucinpulsen,annähernd ex-
pone n t i e l l im beobachteten Zeitraum zu. Unstimulierte Z e l l e n 
zeigen dagegen ein konstante Einbaurate ( F i g . 28). Setzt man 
einer P a r a l l e l k u l t u r mit dem Lektin 2 x 10 M O v a l i c i n zu, 
so findet man nach 11 Stunden eine rund 15 % Hemmung des Leu-
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F i g . 28 Wirkung von O v a l i c i n auf die Stimulation der Protein-
synthese von Lymphozyten nach Con A-Zugabe 
Jeweils k O x 10^ Lymphozyten (2 x 10*Vml) wurden nach 12f s t ü n -
diger Vorinkubation durch Zugabe von Con A (Endkonzentration: 
1 ug/ml) und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkonzentration: 10~5 M) s t i -
muliert ( s . Methode 4a/0. Eine Kultur e r h i e l t g l e i c h z e i t i g mit 
dem Mitogen O v a l i c i n i n einer Endkonzentration von 2 x 10"*7 M. 
P a r a l l e l dazu wurden Z e l l e n ohne Mitogen und Hemmstoff inku-
b i e r t . 2 h vor den angegebenen Zeiten wurden den Suspensionen 
je 2 x 0.9 ml Proben entnommen ( s . Methode 7 a ) , das Leucin 
haltige Medium abz e n t r i f u g i e r t ( s . Methode 6) und 1 ml f r i s c h e s 
Medium (ohne Leucin) mit 5 UCi [3H] Leucin zugesetzt (aus der 
u r s p r ü n g l i c h e n spezifischen R a d i o a k t i v i t ä t von 58 Ci/mMol re-
s u l t i e r t e bei B e r ü c k s i c h t i g u n g des nach dem Dekantieren i n den 
Röhrchen verbliebenen Restvolumens von c a . 0.1 ml und des Leu-
cingehalts des Serums ( s . Methode 7b) eine sp e z i f i s c h e Radio-
aktivität von 0.3 Ci/mMol). Zu den angegebenen Zeiten wurde 
der Einbau gestoppt und die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t 
bestimmt ( s . Methode 8b/3). 
0 + Con A;#+ Con A, + O v a l i c i n , A- Con A 
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cineinbaus ( v g l . Tab. 9 ) , die sich mit zunehmender Toxinein-
wirkungsdauer erhöht ( F i g . 28). 
Diese früh nach Mitogenstimulation gemessene Hemmung kann nicht 
durch Zugabe von O v a l i c i n während der Vorinkubationsphase 
( s . Methode 4aß) erhöht werden. Lymphozyten, die bereits 6 
Stunden vor Con A-Zusatz 2 x 10 M O v a l i c i n e r h i e l t e n , z e i -
gen nur eine geringe, wahrscheinlich nicht s i g n i f i k a n t e Zunah-
me der Proteinsynthesehemmung, gemessen am [^H]Leucineinbau 
Tab. 13 Einwirkung von O v a l i c i n w ä h r e n d der Vorinkabation -
Ei n f l u ß auf die Hemmung der Proteinsynthese 
Jeweil 33 x 10^ Lymphozyten wurden nach 6 sttindiger Vorinkuba-
t i o n durch Zugabe von Con A, 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l und gegebenen-
f a l l s i n Gegenwart von O v a l i c i n (2 x 10"7 M) i n Medium mit 
22 % des Normalgehalts an Leucin s t i m u l i e r t ( s . Methode 4a/3). 
Zu einem T e i l der Kulturen wurde O v a l i c i n (2 x 10"? M) bereits 
mit Beginn der Vorinkubation zugesetzt. Zu den i n der Tab. an-
gegebenen Zeiten wurden aus den jeweils doppelt angesetzten 
Kulturen je 2 x 0.9 ml Proben entnommen (dies entspricht also 
4 Parallelproben), für 2 h den Zellen/Probe 5 uCi T3H] Leucin 
(resultierende spezifische Radioaktivität:0 . 0 6 3 Ci/mMol) an-
geboten und die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . 
Methode 8 b ß , 10a). Zur Berechnung der Hemmung s. Methode 21. 
O v a l i c i n (2 x 10~
7
 M) 
währ e n d der Vorinkuba-
t i o n anwesend 




(h nach Mit 




1 2 - 1 4 
- 15.4 + 1.4 33.8 ± 2.7 
+ 18.8 + 2.0 34.1 + 1.0 
zwischen der 8. und 10. Stunde bzw. 12. und 14. Stunde nach 
Mitogenzugabe im Vergleich zu Z e l l e n , denen das Toxin g l e i c h -
z e i t i g mit Con A zugesetzt wurde (Tab. 13). Eine zu kurze 
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Einwirkungsdauer von O v a l i c i n , die nicht ausreicht, um eine 
g e n ü g e n d e Menge an Toxin i n die Zel l e n aufzunehmen, kann nicht 
die Ursache für die geringe Proteinsynthesehemmung sein ( v g l . 
Kap. B2b). 
ß . Geschwindigkeit der Ovalicinwirkung auf den Leucineinbau 
zwischen der 12. und H « Stunde nach Con A-Zugabe 
Wie rasch t r i t t nun diese frühe Hemmung der Proteinsynthese 
auf? Um dies zu bestimmen, gibt man zu p a r a l l e l angesetzten 
Lymphozytenkulturen zu verschiedenen Zeiten nach Con A-Zusatz 
-7 
2 x 10 M O v a l i c i n , zu K o n t r o l l z e l l e n das gleiche Volumen 
BSS-Puffer ( s . Material 3a). Um die Empfindlichkeit des Tests 
zu s t e i g e r n , werden die Zel l e n zur E r h ö h u n g der spezischen 
R a d i o a k t i v i t ä t von p H ] Leucin i n Leucin-armen Medium (22 % des 
Normalgehalts an Leucin) i n k u b i e r t . Dies hat keinen E i n f l u ß 
auf die Z e l l s t i m u l a t i o n (Tab. 1 ) . 12 Stunden nach Mitogenzu-
gabe wird innerhalb von 2 Stunden der p H ] Leucineinbau i n A l i -
quots der Zellsuspensionen bestimmt. In F i g . 29 i s t e i n repre-
sentatives Ergebnis d a r g e s t e l l t : Bereits nach 2 s t ü n d i g e r E i n -
wirkungsdauer beobachtet man eine geringe Hemmung. Eine rund 
3 stü n d i g e Einwirkung von O v a l i c i n r e i c h t zur maximal e r z i e l -
baren Hemmung - i n diesem F a l l 25 % - aus. 
Die Proteinsynthese scheint jedoch nicht zu jedem Zeitpunkt 
nach Mitogenzugabe g l e i c h empfindlich g e g e n ü b e r O v a l i c i n zu 
s e i n . Es zeigt s i c h eine im Vergleich zu frühe r e n und s p ä t e r e n 
Ovalicinpulsen erhöhte Hemmung, wenn O v a l i c i n zwischen der 16. 
und 20. Stunde nach Mitogenzugabe einwirkt und der p H ] Leucin-
einbau währe n d der l e t z t e n 2 Stunden des Toxinpulses gemessen 
wird (ohne Beleg). 
y Analyse der früh s y n t h e t i s i e r t e n Proteine (5» - 10. Stunde 
nach Mitogenzusatz) 
Die Proteinsynthese kurz nach Mitogenstimulation wird - wenn 
auch nur maximal zu 20 - 30 % - vergleichsweise rasch gehemmt 
( F i g . 2 9 ; v g l . F i g . 18). 
Zu den frühesten Effekten nach Lektinkontakt von Lymphozyten 
zählen selektive Phosphorylierung von nicht-Histon Chromatin-
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T 1 1 1 r 
Zeitpunkt der Ovalicin-Zugabe (h) 
F i g . 29 Geschwindikeit der Wirkung von O v a l i c i n auf die Pro-
teinsynthese s t i m u l i e r t e r Lymphozyten zwischen der 
12. und 1if« Stunde nach Con A-Zugabe 
Jeweils 7*7 x 10^ Lymphozyten (1 .75 x 1oVml) wurden nach 
10 stündiger Vorinkubation i n Medium mit nur 22 % des Normal-
gehalts an Leucin ( s . Methode 7b) durch Zugabe von Con A (End-
konzentration: 1 ug/ml) und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkonzentra-
tion: 10~5 M) s t i m u l i e r t ( s . Methode 4 a ß ) . Zu den angegebenen 
Zeiten wurde i n 20 u l BSS ( s . M a t e r i a l 3a) O v a l i c i n i n einer 
Endkonzentration von 2 x 10"? M zugesetzt und v o r s i c h t i g um-
geschwenkt. Die Kontrollen e r h i e l t e n unter den gleichen Be-
dingungen 20 u l BSS. 12 h nach Con A-Zugabe wurden je Kultur-
flasche 2 x 0.9 ml Zellsuspension entnommen ( s . Methode 7a) 
und 5 uCi [3H|Leucin (resultierende s p e z i f i s c h e R a d i o a k t i v i t ä t 
0.063 Cd/mMol; zugesetzt ( s . Methode 7b, c ) . Nach 2 h wurde 
die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . Methode 8b/J). 
O - O v a l i c i n (Mittelwerte aus 2 Proben pro Flasche) 
9 + O v a l i c i n (Mittelwerte aus je 2 Proben aus 2 p a r a l l e l an-
gesetzten Kulturen) 
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Proteinen und deren Transport i n den Kern (Johnson et a l . , 
1 9 7 4 ) . Ähnlich früh - ber e i t s 2 - 4 Stunden nach Mitogenkon-
takt - i s t auch die bevorzugte Neusynthese dieser m ö g l i c h e r -
weise für die Genaktivierung verantwortlichen Proteine (Stott 
und Williamson, 1978) beobachtbar (Levy et a l . , 1973 ; Decker 
und Marchalonis, 1 9 7 7 ) . 
Es i s t nun denkbar, daß O v a l i c i n s e l e k t i v die Stimulierung 
der Synthese eines Proteins i n der Frühphase nach Con A-Zuga-
be verhindert. Eine nur geringe Hemmung der Gesamtproteinsyn-
these wäre das Resultat, mit a l l e r d i n g s weitreichenden Folgen 
für die P r o l i f e r a t i o n der Z e l l e n . 
In Anlehnung an Decker und Marchalonis ( 1 9 7 7 ) untersuchte i c h 
mit H i l f e einer sehr s e n s i t i v e n Doppelmarkierungstechnik die-
se Frage. 2 p a r a l l e l angesetzte M i l z z e l l k u l t u r e n wurden mit 
„ 7 
Con A v e r s e t z t , wobei eine Kultur z u s ä t z l i c h 2 x 10 M O v a l i -
cin e r h i e l t * \ 5 Stunden sp ä t e r wurden neusynthetisierte Pro-
teine durch Zugabe von p H ] Leucin ( K o n t r o l l k u l t u r ) bzw. ^c] 
Leucin (gehemmte Zellen) für weitere 5 Stunden markiert. Nach 
Ende des Pulses wurden beide Zellsuspensionen v e r e i n i g t , die 
radioaktiven V o r l ä u f e r ausgewaschen und aus den Lymphozyten 
Kern- und Zytoplasmafraktion gewonnen. Die Kerne und die kon-
zentrierten Zytoplasmaproteine wurden i n Natriumdodecylsulfat 
und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l haltigem Puffer g e l ö s t und die Proteine 
Die Medien beider Kulturen waren leucinarm (Gehalt gerin-
ger als 1 % der Normalkonzentration von 52 mg /1). Um einen 
E i n f l u ß der geringen Leucinmenge auf die Mitogenstimulati-
on a u s s c h l i e ß e n zu k ö n n e n , wurde i n P a r a l l e l a n s ä t z e n mit 
hohem (78 % des Normalgehalts) und niedrigem (weniger a l s 
1 % des Normalgehalts) Leucingehalt der p H ] Leucineinbau 
von unstimulierten und st i m u l i e r t e n Z e l l e n mit und ohne Ova-
l i c i n (2 x 1 0 " ' M) zwischen der 9 . und 1 1 . h nach Con A-Zu-
gabe gemessen. Die Ze l l e n im leucinarmen Medium zeigen un-
abh ä n g i g von den Z u s ä t z e n einen rund 17 mal gr ö ß e r e n Ein-
bau von [3H] Leucin. Bei beiden Leucinkonzentrationen ergibt 
s i c h eine ä h n l i c h e Hemmung durch O v a l i c i n (11 bzw. 12 % \ 
ohne Beleg). Diese Beobachtungen sprechen d a f ü r , daß t r o t z 
geringer Leucinkonzentration im Medium die Z e l l e n wie bei 
Anwesenheit normaler Leucinmengen s t i m u l i e r t werden ( v g l . 
Tab. 1 ) . 
CO 
'c 
0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70 
Fraktionsnummer 
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durch Elektrophorese i n Polyacrylamid-Plattengelen i n Gegen-
wart von Dodecylsulfat nach ihrem Molekulargewicht a u f g e t r e n n t » 
A n s c h l i e ß e n d wurden die Gele i n kleine S t r e i f e n z e r s c h n i t t e n 
und die pH] und f ^ c ] R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt. Nach Korrektur 
der I s o t o p e n ü b e r l a p p u n g ( s . Methode 10b) wurden die pH] und 
[ ^c] Impulse ins Ve r h ä l t n i s gesetzt (^H/
1if
C) und gegen die 
M o b i l i t ä t aufgetragen. Bei s e l e k t i v e r Hemmung eines oder meh-
rere r Proteine durch O v a l i c i n erwartet man einen Anstieg des 
^ H /
1
^ C - V e r h ä l t n i s i n den Fraktionen, die diese(s) Protein(e) 
enthalten. In F i g . 50 i s t das Ergebnis dieses Versuchs darge-
s t e l l t . Das ^ H /
1
^ C - V e r h ä l t n i s weicht i n keiner der Fraktionen 
um mehr a l s 10 % bei den Kernproteinen bzw. 20 % bei den Zyto-
plasmaproteinen vom Mittelwert ab. Daraus kann man f o l g e r n , 
daß die Synthese keines der Proteine der Kern- bzw. der Zyto-
plasmafraktion (soweit in der Gelelektrophorese a u f g e l ö s t ) um 
mehr a l s 10 bzw. 20 % s e l e k t i v gehemmt i s t . Die geringe Hem-
mung ( v g l . Fußnote S. 119) prägt s i c h daher wahrscheinlich bei 
a l l e n Proteinen g l e i c h stark aus. 
F i g . 50 Wirkung von O v a l i c i n auf die Synthese von Proteinen 
aus Kernen und Zytoplasma s t i m u l i e r t e r Lymphozyten 
zwischen der 5» und 1 0 . Stunde nach Con A-Zugabe 
2 Ansätze mit jeweils 8 . 8 x 10^ Z e l l e n wurden nach 13 s t ü n d i -
ger Vorinkubation durch Zugabe von Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 
( s . Methode 4a/3) in leucinarmen Medium (< 1 % des Normalgehalts 
an Leucin; v g l . Methode 7b) s t i m u l i e r t . 1 Kultur e r h i e l t 
g l e i c h z e i t i g mit Con A O v a l i c i n i n einer Konzentration von 
2 x 10"? M. 5 h sp ä t e r wurde der K o n t r o l l k u l t u r 100 uCi 
p H ] L e u c i n (Endkonzentration: 25 uCi/ml; resultierende spezi-
fische R a d i o a k t i v i t ä t bei einem Leucingehalt des Serums von 
10 ug/ml: 11 Ci/mMol; v g l . Methode 7 b ) und der Kultur mit Ova-
l i c i n 10 uCi [ 1 i +c] Leucin (Endkonzentration: 2 . 5 uCi/ml; r e s u l -
tierende spezifische R a d i o a k t i v i t ä t : 0 . 2 5 Ci/mKol) zugesetzt, 
nach weiteren 5 h die Zellsuspensionen v e r e i n i g t , Kerne und 
Kernü b e r s t a n d gewonnen ( s . Methode 1 3 a ß ) und deren Proteine 
i n einem 10 % Dodecylsulfat- Polyacrylamid-Plattengel getrennt 
s. Methode 9a). Das Gel wurde zerschnitten und die [ 3H]- und 
1 ^ c ]Radioaktivität jeder Fraktion bestimmt ( s . Methode 1 0 b ) . 
a) -^ H/
1









d) E i n f l u ß auf die Proteinsynthese 30 - 36 Stunden nach Mitogen-
zusatz 
a. Wirkungsgeschwindigkeit von O v a l i c i n 
Im Abschnitt 3a wurde ber e i t s die unterschiedliche Hemmbarkeit-
der Proteinsynthese nach kurzer und langer Ovalicineinwirkung 
beschrieben ( v g l . Tab. 9 ) . Die 20 - 30 % Hemmung des Leucin-
einbaus, gemessen zwischen der 12. - 1 4 . Stunde nach Lektin-
zusatz, wird innerhalb von 4 - 5 Stunden nach Ovalicinzugabe 
beobachtet ( F i g . 29)« Wie lange muß O v a l i c i n im Medium anwe-
send s e i n , um die im Vergleich zu frühen Zeiten nach Mitogen-
zusatz erhöhte Hemmung zwischen der 30. und 36. Stunde zu er-
reichen? 
Versetzt man zu verschiedenen Zeitpunkten nach Con A-Zugabe 
n 
eine M i l z z e l l k u l t u r mit O v a l i c i n (2 x 10 M Endkonzentration) 
und bestimmt die Proteinsynthese im Zeitraum zwischen der 30. 
und 3 6 . Stunde i n jeweils 2 stundigen p H ] L e u c i n p u l s e n , so 
findet man, daß erst nach einer Mindesteinwirkdauer des Toxins 
von rund 24 Stunden, vom Pulsende gerechnet, eine Hemmung von 
40 - 50 % a u f t r i t t ( F i g . 3 U . Wirkt O v a l i c i n weniger a l s 24 
Stunden auf die Lymphozyten, so wird eine Hemmung von maximal 
20 % e r r e i c h t . Der Ü b e r g a n g zwischen der niedrigen und hö h e r e n 
Hemmung e r f o l g t innerhalb eines I n t e r v a l l s von 2 - 4 Stunden. 
Der Zeitpunkt der v e r h ä l t n i s m ä ß i g raschen Zunahme der Hemmung 
scheint direkt proportional zum Pulszeitpunkt zu sein ( F i g . 
3 D . 
ß. E i n f l u ß auf die Synthese einzelner Proteine oder Protein-
gruppen 
Die Hemmung der Proteinsynthese erhöht sich zu einer Zeit 
rasch zunehmender DNA-Synthese (24 - 36 Stunden nach Mitogen-
zugabe; v g l . F i g . 28). Kann die erhöhte Hemmung des Leucinein-
baus durch die Reduktion der DNA-Synthese Zustandekommen? Wie 
i n der E i n f ü h r u n g zu Abschnitt 3 d a r g e s t e l l t wurde, sind DNA-
und Proteinsynthese wahrscheinlich ü b e r die Biosynthese der 
Histone miteinander v e r k n ü p f t . In diesem F a l l s o l l t e man eine 
s e l e k t i v e Hemmung der Histonsynthese erwarten. 
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Z e i t p u n k t der O v a l i c i n - Z u g a b e (h) 
F i g . 31 Wirkung von O v a l i c i n auf die Proteinsynthese s t i m u l i e r -
ter Lymphozyten 30 - 36 Stunden nach Con A-Zusatz i n 
Ab h ä n g i g k e i t des Zeitpunkts seiner Zugabe 
Jeweils 8.8 x 1 Z e l l e n wurden nach rund 12 s t ü n d i g e r Vorin-
kubation durch Zugabe von Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l i n Nor-
malmedium (•) bzw. i n Medium mit 22 % des Normalgehalts an Leu-
c i n (0,A) s t i m u l i e r t ( s . Methode 4 a ß ) . Zu den angegebenen Z e i -
ten wurde i n 20 u l BSS ( s . Mat e r i a l 3a) O v a l i c i n i n einer End-
konzentration von 2 x 10~7 M zugesetzt. Zu den Kontrollen wur-
de unter gleichen Bedingungen 20 u l BSS p i p e t t i e r t (#: nur 1 
Kont r o l l k u l t u r t = 0 ) . 30 h (•), 33.3 h (O) bzw. 34.3 h U ) 
wurden je Kulturflasche 2 x 0 .9 ml Zellsuspension entnommen 
( s . Methode 7a) und der Einbau von [3H]Leucin (5 uCi/ml; re-
sultierende s p e z i f i s c h e R a d i o a k t i v i t ä t : (•) 0.013 Ci/mMol bzw. 
(0,A) 0.063 Ci/mMol) w ä h r e n d 2 h i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t 
bestimmt. Zur Berechnung der R e s t a k t i v i t ä t e n wurden die ent-
sprechenden Kontrollwerte verwendet ( s . Methode 2 1 ) . Bei einem 
Ansatz (#) wurde nur e i n einzelner 100 %-Wert zur Berechnung 
verwendet werden (Fortsetzung der Legende s. nä c h s t e S e i t e ) . 
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100 %-Werte 
( ) Zahl der Wertepaare 
• 7 956 + 188 IpM (1) 
O 32 523 ± 3 277 IpM (4) 
A 46 333 i 3 015 IpM (6) 
p H ] Leucinpuls 
(h nach Stimulation) 
30 - 32 
34.5 - 36.5 
33.5 - 35.5 
Zur Untersuchung der Umsatzrate (Synthese und Abbau) einzelner 
Lymphozytenproteine oder Proteingruppen wurden K o n t r o l l z e l l e n 
und Z e l l e n mit 2 x 10 M O v a l i c i n zu verschiedenen Zeiten 
nach Con A-Zugabe mit [1lfc] Leucin w ä h r e n d 4 Stunden markiert* \ 
Die Z e l l e n wurden a n s c h l i e ß e n d l y s i e r t , ihre Proteine nach dem 
Molekulargewicht i n Polyacrylamidgelen i n Gegenwart von Dode-
c y l s u l f a t zumindest teilweise aufgetrennt und deren Radioak-
tivität durch Autoradiographie auf einem R ö n t g e n f i l m sichtbar 
gemacht ( F i g . 3 2 ) . Man beobachtet, wie erwartet, einen Anstieg 
der radioaktiven Markierung der Proteine von gehemmten und un-
gehemmten Zel l e n mit zunehmender Inkubationsdauer ( v g l . F i g . 
2 8 ) . Uberproportional nimmt der Einbau i n die Fraktion sehr 
k l e i n e r Proteine (wahrscheinlich Histone) zu ( v g l . Levy et a l . , 
1973). Vergleicht man die Bandenmuster der Dodecylsulfatlysa-
te Qvalicin~behandelter Z e l l e n und K o n t r o l l z e l l e n , so findet 
man die Markierung fast a l l e r Proteine bzw. Protein*ruppen 
a n n ä h e r n d g l e i c h m ä ß i g reduziert**^ (Hartmann et a l . , 1978). 
Zur Kontrolle der Ovalicinwirkung wurde der pH]Thymidin-
einbau (1 uCi/ml; 6.7 Ci/mMol) i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y -
sat zwischen der 36. und 42 . h nach Mitogenzusatz bestimmt. 
Die Hemmung durch O v a l i c i n betrug i n diesem Experiment 44 % 
(ohne Beleg). 
Die einzelnen Proben dlirfen nicht streng q u a n t i t a t i v aus-
gewertet werden, da bei i h r e r Gewinnung an den Z e l l e n 
nicht exakt die g l e i c h Menge Waschpuffer h ä n g e n b l i e b . So-
mit ergab s i c h ein l e i c h t v a r i a b l e s , unbekanntes Probenvo-
lumen der Lysate. 
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13-17 1 7 - 2 1 2 1 - 25 36.5-40.5 4 1 - 4 5 
F i g . 32 Wirkung von O v a l i c i n auf die Synthese einzelner Pro-
teine ganzer M i l z z e l l e n zu verschiedenen Zeiten nach 
Con A-Zugabe 
2 A n s ä t z e mit je 100 x 10^ Z e l l e n wurden ohne Vorinkubation 
durch Zugabe von Con A (Endkonzentration: 2 ug/ml) i n Abwe-
senheit von 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l i n Medium mit 5 % fötalem K ä l b e r -
serum s t i m u l i e r t ( s . Methode 4a/3; M a t e r i a l 3 a ) ; 1 Kultur e r h i e l t 
g l e i c h z e i t i g mit dem Mitogen O v a l i c i n i n einer Konzentration 
von 2 x 10~' M. Zu Beginn der angegebenen I n t e r v a l l e wurden 
Proben entnommen ( s . Methode 7a) und die Z e l l e n vom Leucin-
haltigen Medium freigewa6chen ( s . Methode 6 ) . A n s c h l i e ß e n d 
wurde 1 ml f r i s c h e s Medium (ohne Leucin) mit den entsprechen-
den Z u s ä t z e n und 1 uCi P^C]Leucin (resultierende s p e z i f i s c h e 
R a d i o a k t i v i t ä t : 0.11 Ci/mMol) zugesetzt ( s . Methode 7 b ) , die 
Z e l l e n nach z* h geerntet ( s . Methode 9 a a ) , die markierten Pro-
teine i n einem Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Plattengel ( A c r y l -
amidgradient: 5 - 15 % ) aufgetrennt ( s . Methode 9 b ) und das 
Gel autoradiographiert ( s . Methode 11a). Dauer der Autoradio-
graphie: 7 Tage. 
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M ö g l i c h e r w e i s e wird die oben erwähnte Fraktion niedermoleku-
l a r e r Proteine etwas st ä r k e r gehemmt» Diese wahrscheinlich 
nur gering bevorzugte Hemmung rei c h t a l l e r d i n g s nicht aus für 
die Verdopplung der Proteinsynthesehemmung rund 30 - 36 Stun-
den nach Lektinzugabe im Vergleich zu Messungen u n g e f ä h r 20 
Stunden früher ( v g l . Tab. 9)» Sicher sind a l l e Proteine von 
der zunehmenden Reduktion durch O v a l i c i n b e t r o f f e n . Wie die 
Untersuchung der DNA-Synthese im z e l l f r e i e n System sp r i c h t 
dieser Versuch gegen eine direkte Hemmung der DNA-Synthese 
durch O v a l i c i n , da i n diesem F a l l , wie bei In h i b i t o r e n der 
DNA-Synthese, s e l e k t i v die Biosynthese der Histone u n t e r d r ü c k t 
werden müßte ( v g l . dazu R i c h t e r , 1977)» 
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4. Vergleich mit Hemmstoffen der Protein- und DNA-Synthese 
In den letz t e n z.'ei Abschnitten konnte i c h zeigen, daß O v a l i c i n we-
der die DNA- noch die Proteinsynthese direkt hemmt« Diese Befun-
de v/erden unterstützt durch den Vergleich der Wirkung von Cyclo-
heximid und Cytosinarabinosid auf die Differenzierung des k l e i -
nen ruhenden Lymphozyten zur großen B l a s t z e l l e ( v g l . Kap. B 1 b ) . 
Cycloheximid hemmt die eukariotische T r a n s l a t i o n , indem es mit 
dem Pibosom i n Wechselwirkung t r i t t ( v g l . R i c h t e r , 1 9 7 7 ) ; Cyto-
si n a r a b i n o s i d , ein Desoxyribonukleosid-Analog, stört wahrschein-
l i c h die Replikation durch sel e k t i v e Hemmung der I n i t i a t i o n der 
DNA-Synthese (Friedland, 1 9 7 7 ) . 
Zur Analyse der B l a s t z e l l b i l d u n g e r h i e l t e n i d e n t i s c h angesetzte 
Lymphozytenkulturen, neben einer optimalen Dosis Con A und 2 -
"* 7 6 
M e r c a p t o ä t h a n o l , 2 x 10 M O v a l i c i n bzw. 1 x 10 M Cycloheximid 
oder 1 x 10"^ M Cytosinarabinosid. Als Kontrollen dienten Z e l l e n 
mit und ohne Con A-Zusatz bzw. f r i s c h i s o l i e r t e Lymphozyten. Zu 
unterschiedlichen Zeiten nach Versuchsbeginn wurden den Z e l l s u s -
pensionen Proben entnommen und die Ze l l e n für die mikroskopische 
Bestimmung des Zelldurchmessers i n Agarose eingebettet und f i x i e r t . 
F r i s c h i s o l i e r t e Z e l l e n zeigen eine vergleichsweise scharfe G r ö -
ß e n v e r t e i l u n g . Die meisten Z e l l e n haben einen Durchmesser zwi-
schen 5.5 und 6 . 5 um und der A n t e i l an B l a s t z e l l e n l i e g t unter 
1 % ( F i g . 33). Diese Werte entsprechen ziemlich genau dem m i t t l e -
ren Durchmesser von unstimulierten Rattenthymozyten, den Alsen-
berg und Murray ( 1 9 7 1 ) zu 6 um bestimmten. 'Unstimulierte' Z e l l e n , 
die nur 10~^ M 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l e r h i e l t e n , haben im Durchschnitt 
einen ähnlichen Durchmesser (nach 24 s t ü n d i g e r Inkubation). Nach 
längerer Inkubation t r i t t jedoch eine geringe Anzahl von Blast-
z e l l e n ( D e f i n i t i o n s. Fußnote S. 88 ) auf ( F i g . 33, 34). Dies mani-
f e s t i e r t sich auch i n einer e r h ö h t e n Einbaurate von pH]Thymidin 
( F i g . 3 5 ) « Danach scheint 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l schwach mitogen zu 
wirken ( v g l . Goodman und Weigle, 1977; Lemke und Opitz, 1976; 
Opitz et a l . , 1 9 7 8 ) . Durch Mitogenzusatz bilden s i c h bereits nach 
24 Stunden eine große Anzahl B l a s t z e l l e n (20 % ) , deren A n t e i l 
nach weiteren 24 Stunden auf übe r 50 % ansteigt ( F i g . 33, 34). 
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Con A-stimulierte menschliche Blutlymphozyten.(Wang et a l » , 1 9 7 3 ) » 
Die geringe Abnahme der Blastenzahl*^, die zur 6 0 . Stunde gemes-
sen wurde> kö n n t e auf die Bildung k l e i n e r Tochterzellen z u r ü c k z u -
führen s e i n ( F i g . 33, 34; v g l . auch F i g . 1 5 ) » In Gegenwart von 
Cycloheximid bleiben die Lymphozyten i n i h r e r Größe weitgehend 
u n v e r ä n d e r t erhalten und ähneln dabei den 'unstimulierten' Kon-
t r o l l z e l l e n ( F i g . 33)» bei ihnen i s t jedoch selbst die geringe 
B l a s t z e l l b i l d u n g praktisch v o l l s t ä n d i g u n t e r d r ü c k t ( F i g . 3 6 ) . Of-
f e n s i c h t l i c h i s t kontinuierliche Proteinsynthese unabdingbare 
Voraussetzung für die Differenzierung zur B l a s t z e l l e . In den Pro-
ben mit Cytosinarabinosid findet man 2 k Stunden nach Con A-Zuga-
be eine fast identische H ä u f i g k e i t der einzelnen G r ö ß e n k l a s s e n 
wie ohne den spezifischen I n h i b i t o r der DNA-Synthese ( F i g . 3 3 ) » 
Dies stimmt mit den Befunden von Andersson und Melchers (1974) 
ü b e r e i n , die sie bei Hemmung von LipoPolysaccharid s t i m u l i e r t e n 
M i l z z e l l e n aus thymuslosen M ä u s e n e r h i e l t e n ( v g l . auch Janossy 
et a l . , 1976). Im Gegensatz zu s t i m u l i e r t e n B-Zellen (Andersson 
und Melchers. 1974) nimmt der A n t e i l der B l a s t z e l l e n bei Cytosin-
arabinosid behandelten M i l z z e l l e n nicht mehr zu, sondern fällt 
Es ergeben sich praktisch identische Ergebnisse, wenn man s t a t t 
der Anzahl B l a s t z e l l e n den mittleren Durchmesser der Z e l l e n 
als M a ß für die Transformation nimmt (Hartmann et a l . , 1978). 
Fig» 33 E i n f l u ß von O v a l i c i n , Cycloheximid und Cytosinarabinosid 
auf die Kinetik der B l a s t z e l l b i l d u n g Con A s t i m u l i e r t e r 
Lymphozyten. - H ä u f i g k e i t verschiedener G r ö ß e n k l a s s e n 
Jeweils 33 x 10^ Z e l l e n wurden nach rund 13 s t ü n d i g e r Vorinkuba-
tio n durch Zugabe von Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l s t i m u l i e r t ( s . 
Methode 4a/3). G l e i c h z e i t i g mit dem Mitogen e r h i e l t e n verschiede-
ne Kulturen entweder Ovalicin (Endkonzentration: 0.2 uM), Cyclo-
heximid (Endkonzentration: 1 uM) oder Cytosinarabinosid (Endkon-
zentration: 10 uM) i n BSS-Puffer ( s . M a t e r i a l 3a). Eine p a r a l l e l 
angesetzte Kultur b l i e b ohne Hemmstoffe, eine ohne Con A. Zu den 
angegebenen Zeiten wurden den A n s ä t z e n Proben entnommen ( s . Metho-
de 7a), die Zellen i n Agarose eingebettet und f i x i e r t ( s . Metho-
de 16a). Es wurden die Durchmesser von jeweils 230 Z e l l e n bestimmt 
( s . Methode 16b) und i n G r ö ß e n k l a s s e n geordnet. 
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Inkubationsdauer (h) 
F i g . 34 E i n f l u ß von O v a l i c i n , Cycloheximid und Cytosinarabinosid 
auf die Kinetik der B l a s t z e l l b i l d u n g Con A - s t i m u l i e r t e r 
Lymphozyten 
Die Werte stammen aus dem i n F i g . 33 d a r g e s t e l l t e n Experiment« 
Zellen mit einem Durchmesser >8 um werden definitionsgeraäß a l s 
B l a s t z e l l e n bezeichnet, da diese G r ö ß e n k l a s s e i n unstimulierten 
Zellen praktisch nicht vorkommt ( v g l . F i g . 33 und Methode 1 6 b ) . 
O + Con A 
• + Con A, + O v a l i c i n ( 0 . 2 uM) 
A + Con A, + Cytosinarabinosid (10 uM) 
• + Con A, * Cycloheximid (1 uM) 
• - Con A 
sogar nach 36 Stunden wieder ab ( F i g . 3 ^ ) . Daraus r e s u l t i e r t eine 
starke Hemmung der B l a s t z e l l b i l d u n g ( F i g . 3 6 ) , wahrscheinlich 
durch selektives Absterben großer Zellen (mikroskopische Beobach-
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Inkubationsdauer (h) 
F i g . 35 E i n f l u ß von O v a l i c i n , Cycloheximid und Cytosinarabinosid 
auf die Kinetik des Thymidineinbaus Con A - s t i m u l i e r t e r 
Lymphozyten 
Ve r s u c h s d u r c h f ü h r u n g s. F i g . 33» 1 b vor den angegebenen Zeiten 
wurden aus jedem Ansatz Proben entnommen ( s . Methode 7a) und der 
Einbau von pH]Thymidin (1 uCi/ml; 0.5 Ci/mMol; 1 h) i n s ä u r e u n -
lösliches Z e l l y s a t bestimmt ( s . Methode Qaß, 10a). 
O + Con A 
• + Con A, + O v a l i c i n (0 .2 uM) 
A + Con A, + Cytosinarabinosid (10 uM) 
• + Con A, + Cycloheximid (1 uM) 
• - Con A 
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tung ohne Beleg). Dieser Versuch legt nahe, daß für die B l a s t z e l l -
bildung nach der 24» Stunde DNA-Synthese n ö t i g i s t . Wie schon 
kurz i n Ka p i t e l B beschrieben, unterscheidet s i c h die Wirkung von 
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F i g . 36 E i n f l u ß von O v a l i c i n , Cycloheximid und Cytosiarabinosid 
auf die Kinetik der B l a s t z e l l b i l d u n g Con A-stimulierter 
Lymphozyten. - Vergleich der Hemmung von Thymidineinbau 
und B l a s t z e l l b i l d u n g 
Die Werte wurden aus F i g . 34 und F i g . 33 berechnet. Die 100 % -
Werte l i e f e r t e n die st i m u l i e r t e n Kontrollen ohne Hemmstoff. 
• + Con A, + O v a l i c i n (0 .2 uM) 
A + Con A, + Cytosinarabinosid (10 uM) 
• • + Con A, + Cycloheximid (1 uM) 
Hemmung der B l a s t z e l l b i l d u n g (%) 
Hemmung des Thymidineinbaus (%) 
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der beiden anderen Toxine. In Gegenwart von O v a l i c i n werden Blast-
z e l l e n noch b i s 48 Stunden nach H e m m s t o f f z u g ä b e i n fast g l e i c h e r 
Anzahl wie bei ungehemmten Kulturen gebildet ( F i g . 34)» Die ge-
ringe Hemmung der B l a s t z e l l b i l d u n g steht im a u g e n f ä l l i g e n Kon-
tra s t zur starken Reduktion der DNA-Synthese ( F i g . 35 > 3 6 ) . Die 
H ä u f i g k e i t s v e r t e i l u n g der einzelnen G r ö ß e n k l a s s e n O v a l i c i n behan-
delter Z e l l e n zeigt eine Besonderheit. Im Gegensatz zu Z e l l e n 
ohne Hemmstoff b l e i b t , t r o t z ä h n l i c h e r Verbreiterung der G r ö ß e n -
v e r t e i l u n g , u n a b h ä n g i g vom M e ß z e i t p u n k t eine
 1
 Z e l l p o p u l a t i o n
1 
m i t t l e r e r Größe (Durchmesser 7.5 um) erhalten ( F i g . 33; F i g . 14). 
M ö g l i c h e r w e i s e handelt es s i c h dabei um Zellpopulationen, die i n 
Gegenwart von O v a l i c i n auf einer niedrigen Differenzierungsstufe 
festgehalten werden. A n s c h l i e ß e n d fällt der A n t e i l großer Z e l l e n 
rasch ab. Dies läuft p a r a l l e l mit dem Auftreten von polynuklearen 
Zellen und Zellen mit s i c h a u f l ö s e n d e r Zellmembran, neben wenigen 
intakten Lymphozyten (mikroskopische Beobachtung ohne Beleg). Ova-
l i c i n scheint danach bei l ä n g e r e r Einv/irkung zytotoxisch zu wir-
ken. Diese Beobachtungen zeigen, daß der Wirkungsmechanismus von 




Da die Synthese von Protein- und DNA-Synthese nicht unmittelbar 
gehemmt wird ( v g l . Kap. C2 , 3 , 4 ) besteht die M ö g l i c h k e i t , daß bei-
de, für die P r o l i f e r a t i o n der Ze l l e n zentralen Prozesse über e i -
ne Reaktion b e e i n f l u ß t werden, die nach Ausschaltung durch Ova-
l i c i n p a r a l l e l oder sequenziell Protein- und DNA-Synthese i n h i -
b i e r t . Bei der K o m p l e x i t ä t und der engen V e r k n ü p f u n g der S t o f f -
wechselreaktionen i n eukariotischen Z e l l e n gibt es eine V i e l z a h l 
von M ö g l i c h k e i t e n i n das f e i n r e g u l i e r t e Netzwerk einzugreifen, 
um l e t z t e n Endes DNA-Synthese und damit Zellvermehrung zu unter-
binden ( v g l . Ling und Kay, 1975). 
Eng verbunden mit dem Ubergang vom Ruhezustand zur raschen Pro-
l i f e r a t i o n v i e l e r Zellsysteme i s t die starke Akkumulation von Poly-
aminen, deren Funktion a l l e r d i n g s heute noch weitgehend im Dunkeln 
li e g e n (Tabor und Tabor, 1976). So steigen die A k t i v i t ä t e n der 
beiden S c h l ü e s e l e n z y m e der Polyamlnsynthese - Ornith i n - und S-Ade-
nosylmethionin-Decarboxylase - nach Mitogenstimulation i n Lympho-
zyten innerhalb weniger Stunden nach Lektinzugabe stark an (Kay 
und Lindsay, 1973)> was eine A n h ä u f u n g von Putr e s c i n , Spermidin 
und Spermin zur Folge hat (Filiingame und Mo r r i s , 1973)» 
Bei s p e z i f i s c h e r Hemmung der Polyamlnsynthese durch Methylglyoxal-
+ ) +) 
bis-(guanylhydrazon) oder a-Methylornithin zeigen e u k a r i o t i -
sche Z e l l e n ä h n l i c h e Symptome wie bei Ovalicinwirkung. Einige 
Ä h n l i c h k e i t e n i n der Expression der Hemmung seien a u f g e f ü h r t : 
Die A u s p r ä g u n g der Proliferationshemmung nach Inhibierung der 
Polyamlnsynthese, gemessen am p H ] Thymidineinbau i s t langsam 
und e r f o l g t im Extremfall - insbesondere bei nicht lymphoiden 
Methylglyoxal- bis-(guanylhydrazon) hemmt die S-Adenosylmethio-
nin-Decarboxylase (Williams-Ashman und Schenone, 1972). Damit 






















h i n d e r t , sodaß weder Spermidin noch Spermin gebildet werden 
k ö n n e n . Durch kompetitive Hemmung von OrnithLn-Decarboxylase 
durch a-Methylornithin wird die Bildung von Putrescin ( 1 , 4 -
Diaminobutan) u n t e r d r ü c k t (Mamont et a l . , 1976). 
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T a b # 1
5 Ei n f l u ß von C v a l i c i n auf die Ornithin-Decarboxylaseakti-
vität im z e l l f r e i e n Extrakt Con A s t i m u l i e r t e r Lymphozyten 
Ansä t z e mit 100 x 10^  Zellen wurden nach 12 s t ü n d i g e r Vorinkuba-
tion mit Con A und 2-Mercaptoäthanol versetzt ( s . Methode 4 a ß ) . 
12 h nach Mitogenzugabe wurden die Zellen geerntet, der 100 000 
x g Uberstand gewonnen ( s . Methode 17a) und die Ornithin-Decarb-
o x y l a s e a k t i v i t ä t durch Freisetzung von [ 1 / f c]c0 2 aus QL-[l- 1 z+c] 
Ornithin w ä h r e n d 1 h bei 37 C i n Gegenwart verschiedener Z u s ä t z e 
bestimmt ( s . Methode 1 7 b ) . Der Wert ohne Z e l l e x t r a k t wurde aus 
F i g . 3a e x t r a p o l i e r t . In den Klammern i s t die Zahl der P a r a l l e l -
proben angegeben. 
Zusätze 





- Zellextrakt 85 
Kontrolle 656 + 19 ( 3 ) 
0 . 1 7 (uM) 
+ O v a l i c i n 
20 (uM) 
603 ( D 
613 ( 1 ) 
+ S49. 1-Kulturüberstand 546 + 80 ( 2 ) 
+ C v a l i c i n aus S49 . 1 -
K u l t u r ü b e r s t a n d 
( 0 . 1 7 uM) 
573 i 114 ( 2 ) 
Z e l l e n , nicht während dec ersten Z e l l z y k l u s (Rupniak und Paul, 
1 9 7 8 a , b); Mamont et a l . , 1976; v g l . Kap. B1 a und B 2 a ) . 
Hie DNA-Synthese i n Lymphozyten wird durch Methylglyoxal-bis-
(guanylhydrazonj nur u n v o l l s t ä n d i g gehemmt. Auf die laufende 
DNA-Peplikation hat der Inhi b i t o r der Spermidin- und Spermin-
biosynthese keinen Einfluß (Filiingame et a l . , 1 9 7 5 ; Otani et 
a l . , 1974; v g l . Kap. A3, B1). 
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Die RNA-Synthese i n Lymphozyten wird durch Methylglyoxal-bis-
(guanylhydrazon) nicht oder nur g e r i n g f ü g i g beeinflußt (Kay 
und Pegg, 1973; Filiingame und Morris, 1973); v g l . Kap. C6). 
Die B l a s t z e l l b i l d u n g bei Lymphknotenzellen, 24 Stunden nach 
Con A-Zugabe, wird nicht durch Methylglyoxal-bis-(guanylhydra* 
zon) verhindert (Filiingame und Morris, 1973; v g l . Kap. Blb 
und C4). 
Tab. 16 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf die S-Adenosylmethionin-Decarb-
o x y l a s e a k t i v i t ä t im z e l l f r e i e n Extrakt Con A - s t i m u l i e r t e r 
Lymphozyten 
Z e l l s t i m u l a t i o n , Ernte und Gewinnung des 100 000 x g Uberstands 
wie i n Tab. 15 beschrieben. Die S-Adenosylmethionin-Decarboxyla«-
s e a k t i v i t ä t wurde durch Freisetzung von L^cJcOp




 **c] methionin w ä h r e n d 1 h bei 37 C i n Gegenwart ver-
schiedener Z u s ä t z e bestimmt ( s . Methode 17c) . In den Klammern i s t 
die Zahl der Parallelproben angegeben. . 
Zusätze 





^ c ] -
methionin (IpM) 
- Z e l l e x t r a k t 169 + 8 (3) 
Kontrolle 596 + 27 (2) 
+ Methylglyoxal-bis-
(guanylhydrazon) 
253 ( D 
0.17 (uM) 539 i 32 (2) 
+ O v a l i c i n 
20 (uM) 558 + 52 (2) 
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Aufgrund dieser Ä h n l i c h k e i t e n i n den Hemmeffekten von Polyamin-
syntheseinhibitoren erschien es mir naheliegend die Wirkung von 
O v a l i c i n auf die beiden S c h l ü s s e l e n z y m e der Polyamlnsynthese zu 
untersuchen. 
Dazu wurden aus Con A-stimulierten M ä u s e m i l z z e l l e n 12 Stunden 
nach Lektinzugabe durch hochtourige Zentrifugation der Lympho-
zytenlysate Zellextrakte gewonnen. In ihnen kann mit H i l f e geeig-
net markierter [ 1 ^ c ]Substrate die A k t i v i t ä t von Ornithin- und 
S-Adenosylmethionin-Decarboxylase durch Messung des f r e i g e s e t z -
ten [ 1 ^c]C0
2
 bestimmt werden, das i n einer a l k a l i s c h e n Lösung absor-
b i e r t wurde (Insel und Fenno, 1978). Ornithin-Decarboxylase, wie auch 
S-Adenosylmethionin-Decarboxylase zeigen eine im Vergleich zu 
den Proben ohne Ze l l e x t r a k t d e u t l i c h m e ß b a r e A k t i v i t ä t (Tab. 
15» "16; v g l . auch F i g . 3 7 ) » Gibt man nun zu p a r a l l e l e n A n s ä t z e n 
O v a l i c i n , so findet man selbst bei einer Konzentration von 
2 x 10*"^  M keine s i g n i f i k a n t e Reduktion der [1 ^c] CO^-Freisetzung 
bei beiden Enzymtests (Tab. 15, 16). Auch O v a l i c i n , das mit S 4 9 » 1 -
Z e l l e n inkubiert wurde, um eine m ö g l i c h e metabolische A k t i v i e -
rung zu erreichen, i s t i n einer Konzentration von 0.1.7 uM im Or-
nithin-Decarboxylase-Test unwirksam (Tab. 1 5 ) » 1 x 10"^ M Methyl-
glyoxal-bis-(guanylhydrazon), e i n s p e z i f i s c h e r Hemmstoff der S-
Adenosylmethionin-Decarboxylase (Williams-Ashman und Schenone, 
1972) , hemmen unter gleichen Bedingungen das Aminopropylgruppen-
ü b e r t r a g e n d e Enzym zu mehr a l s 80 % (Tab. 16; v g l . Kay und Pegg, 
1973) . 
Diese Ergebnisse sprechen gegen eine direkte Beeinflussung von 
Ornithin- und S-Adenosylmethionin-Decarboxylase durch O v a l i c i n . 
Als weitere M ö g l i c h k e i t des E i n g r i f f s i n die für die p r o l i f e r i e -
rende Z e l l e b e n ö t i g t e Polyamlnsynthese k ö n n t e die Expression der 
S c h l ü s s e l e n z y m e durch O v a l i c i n verhindert werden. S t e l l v e r t r e -
tend wurde der E i n f l u ß von O v a l i c i n auf die Neusynthese der Or-
nithin-Decarboxylase, die wahrscheinlich für die A k t i v i t ä t s z u n ä h -
me dieses Enzyms nach Mitogenstimulation ausschlaggebend i s t 
(Tabor und Tabor, 1976), zu unterschiedlichen Zeiten nach Con A-
Zugabe untersucht. In den ersten 4 Stunden nach Mitogenkontakt 
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Fig» 37 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf die Stimulation dar Ornith i n -
D e c a r b o x y l a s e a k t i v i t ä t i n Lymphozyten nach Con A-Zugabe 
An s ä t z e mit je 33 x 10^ Ze l l e n wurden nach 13 sttindiger Vorinku-
bation mit Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l versetzt ( s . Methode 4a/3). 
Ein T e i l der Kulturen e r h i e l t g l e i c h z e i t i g mit dem Mitogen O v a l i -
c i n i n einer Endkonzentration von 2 x 10*"' M. Zu den angegebenen 
Zeiten wurden die Z e l l e n jeweils eines Ansatzes mit und ohne Ova-
l i c i n geerntet, der 100 000 x g Uberstand gewonnen (s» Methode 
17a) und die Ornithin- D e c a r b o x y l a s e a k t i v i t ä t durch Freisetzung 
von [ 1 i f c ] C 0
2
 aus t£,- [l ^c] O r n i t h i n innerhalb von 2 h bei 37 C 
bestimmt ( s . Methode 17b)» 
O 100 000 x g Uberstand aus Z e l l e n - O v a l i c i n _ 
• 100 000 x g Uberstand aus Ze l l e n + O v a l i c i n (2 x 10~' M) 
darauf s t e i g t s i e jedoch rasch an, um 12 Stunden nach Con A-Zu-
satz e i n Plateau zu erreichen ( F i g . 3 7 ) » Ä h n l i c h e Befunde p u b l i -
z i e r t e n Kay und Lindsay (1973) von P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - s t i m u l i e r -
ten menschlichen Blutlymphozyten. 
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In Gegenwart von 2 x 10 M O v a l i c i n findet man ebenfalls nach 
4 - 5 Stunden einen Anstieg der O r n i t h i n - D e c a r b o x y l a s e a k t i v i t ä t , 
a l l e r d i n g s i n l e i c h t verringertem A u s m a ß ( F i g . 3 7 ) « O v a l i c i n kann 
demnach die Expression eines der S c h l ü s s e l e n z y m e der Polyamlnsyn-
these nicht u n t e r d r ü c k e n . Die beobachtete geringe Reduktion i s t 
vergleichbar mit der im gleichen Zeitraum m e ß b a r e n Proteinsynthe-
sehemmung ( v g l . Kap. C3)» Da Ornithin-Decarboxylase eine a u ß e r -
ordentlich kurze Halbwertszeit von 15 Minuten b e s i t z t (Kay und 
Lindsay, 1 9 7 3 ) , spiegelt die Expressionshemmung durch O v a l i c i n 
vermutlich die erniedrigte P r o t e i n s y n t h e s e a k t i v i t ä t wider. Die 
geringe Reduktion der O r n i t h i n - D e c a r b o x y l a s e a k t i v i t ä t von durch-
s c h n i t t l i c h 30 % i s t auch i n H i n b l i c k auf die langsame A u s p r ä -
gung der Hemmung von Z e l l p r o l i f e r a t i o n bei t o t a l e r Ausschaltung 
des Enzyms durch a-Methylornithin (Mamont et a l . , 1976; Hank et 
a l . , 1974) nicht ausreichend, um eine Wirkung von O v a l i c i n ü b e r 
die Polyamlnsynthese wahrscheinlich zu machen. 
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6 . RNA-Synthese 
E. Weiner fand, daß O v a l i c i n den Uridineinbau i n sä u r e u n l ö s l i c h e s 
Z e l l y s a t s t i m u l i e r t e r M ä u s e m i l z z e l l e n 20 Stunden nach Con A-Zu-
sa t z t zu rund 20 % hemmt (Weiner, 1976; Hartmann et a l . , 1 9 7 8 ) . 
Es i s t nun denkbar, daß O v a l i c i n nur die Synthese bestimmter 
RNA-Spezies s e l e k t i v u n t e r d r ü c k t . Macht die betroffene RNA-Spe-
z i e s einen geringen T e i l der wä h r e n d eines kurzen Zeitraums ge-
bi l d e t e n Gesamt-RNA aus, so findet man - t r o t z v ö l l i g e r Hemmung 
einer RNA-Klasse - eine vergleichsweise geringe Reduktion der To-
tal-RNA-Synthese. Es wurde deshalb der Ein f l u ß von Ov a l i c i n auf 
die RNA-Synthese genauer s t u d i e r t . 
a) Kinetik der Hemmung 
Zur Untersuchung des O v a l i c i n e i n f l u ß e s auf die Stimulation 
des Uridineinbaus nach Mitogenkontakt, wurden zu 2 Reihen pa-
r a l l e l i n kleinen Petrischalen angesetzten M i l z z e l l k u l t u r e n 
zur Stunde 0 Con A und 2- M e r c a p t o ä t h a n o l i n optimaler Dosis 
zugegeben. 2 weitere Reihen von Kulturen e r h i e l t e n weder Mito-
gen, noch 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l . Zu verschiedenen Zeiten nach Ver-
suchsbeginn wurde den Kulturen [^H]üridin angeboten und nach 
1 Stunde der Einbau i n RNA
+
^ der Lymphozyten (e i n s c h l i e ß l i c h 
der anhaftenden Zellen ; v g l . Legende von F i g . 3 8 ) bestimmt. 
Bereits 2 Stunden nach Lektinzusatz findet man bei s t i m u l i e r -
ten Z e l l e n einen fast doppelt so großen Uridineinbau wie i n 
unstimulierten Z e l l e n ( F i g . 3 8 ) . Dieser rasche Anstieg des 
Uridineinbaus wird auch von anderen Autoren beschrieben. 
Schon rund 30 bis 60 Minuten nach P h y t o h ä m a g g l u t i n i n z u g a b e zu 
Rinderlymphknotenzellen bzw. menschlichen Blutlymphzyten oder 
nach Con A-Zusatz zu M ä u s e m i l z z e l l e n i s t ein s i g n i f i k a n t e r h ö h -
t e r Einbau von U r i d i n beobachtbar (Peters und Hausen, 1971 ; 
Ling und Kay, 1975; Weiner, 1 9 7 6 ) . Mit fortschreitender Inku-
bationsdauer nimmt der Uridineinbau i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Ma-
uas s ä u r e u n l ö s l i c h e , p H ] U r i d i n inkorporierende M a t e r i a l 
aus gehemmten und ungehemmten Zel l e n i s t zu über 98 % a l -
k a l i l a b i l (Tab.2 ) . Daraus folgern wir, daß es s i c h bei 
den Polymeren um RNA handelt. 
F i g . 38 Wirkung von O v a l i c i n auf den z e i t l i c h e n Verlauf des 
Uridineinbaus s t i m u l i e r t e r und unstlmuiierter Lym-
phozyten 
Jeweils 6 x 10 6 Zellen (2 x 10*Vml) wurden i n kleinen P e t r i -
schalen nach 11 stündiger Vorinkubation durch Zugabe von Con A 
.(Endkonzentration: 1 ug/ml) und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkonzen-
t r a t i o n : 10~5 M) s t i m u l i e r t ( s . Methode 4a/J) und e r h i e l t e n ge-
gebenenfalls mit dem Mitogen O v a l i c i n (Endkonzentration: 
2 x 10~7 M). Par a l l e l k u l t u r e n wurden ohne Con A und 2-Mercap-
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t o ä t h a n o l i n k u b i e r t . 1 h vor den angegebenen Zeiten wurde zu 
den A n s ä t z e n 3 uCi p H ] ü r i d i n (1 uCi/ml; 2 Ci/mMol) p i p e t t i e r t 
und nach 1 h das s ä u r e u n l ö s l i c h e Z e l l y s a t gewonnen ( s . Metho-
de 8 a ß ) . Z u s ä t z l i c h wurden die anhaftenden Z e l l e n i s o l i e r t . 
Dazu wurden 2 ml physiologische K o c h s a l z l ö s u n g nach dem Abpi-
pettieren der Zellsuspension zugesetzt, der Zellrasen mit e i -
nem S t ü c k Silikongummi abgekratzt und ebenfalls auf das F i l -
t e r gebracht. Die weitere Aufarbeitung e r f o l g t e wie i n Metho-
den 8a/3 und 10a beschrieben. 
a) K i n e t i k des Uridineinbaus s t i m u l i e r t e r und unstimulierter 
Lymphozyten mit und ohne O v a l i c i n 
b) Kinetik der Hemmung des Uridineinbaus s t i m u l i e r t e r Lym-
phozyten 
O + 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l , + Con A „ 
• + 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l , + Con A, + O v a l i c i n (2 x 10"' M) 
A - 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l , - Con A „ 
• - 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l , - Con A, + O v a l i c i n (2 x 10"' M) 
t e r i a l rasch zu ( F i g . 3 8 a ) . In unstimulierten Kontrollkulturen 
fällt die Einbaurate dagegen langsam ab ( F i g . 3 8 a ) . Hieraus 
errechnet s i c h eine rund 13 fache Steigerung der Uridineinbau-
rate durch Con A nach 25 Stunden. In Gegenwart von O v a l i c i n 
erhöht s i c h die Uridininkorporation s t i m u l i e r t e r Zellen eben-
f a l l s sehr rasch, b l e i b t jedoch bereits nach 5 Stunden deut« 
l i e h h i n t e r der Kontrolle ohne Toxin z u r ü c k . Die daraus r e s u l -
tierende Hemmung err e i c h t nach 12 Stunden e i n Maximum von un-
g e f ä h r 20 % und fällt bis zur 25» Stunde wieder l e i c h t ab
+
^ 
( F i g . 3 8 b ) . Unstimulierte Z e l l e n scheinen dagegen - im Rahmen 
der M e ß g e n a u i g k e i t - durch O v a l i c i n nicht beeinflußt zu werden 
( F i g . 3 8 a ) . 
Die Hemmungsabnahme i s t wahrscheinlich nicht r e a l , da der 
Uridineinbau i n s ä u r e f ä l l b a r e s Z e l l y s a t s t i m u l i e r t e r Z e l l e n 
unter den verwandten Pulsbedingungen (1 uCi/ml; 2 Ci/mMol) 
im Gegensatz zu gehemmten Zellen nicht ü b e r eine Stunde l i -
near i s t ( v g l . F i g . 39)» M ö g l i c h e r w e i s e wird bei längeren 
Pulsen durch Verbrauch des Substrats die exogene Uridinkon-
zentration e r n i e d r i g t . Dies hat eine erniedrigte Aufnahme-
geschwindigkeit zur Folge ( v g l . F i g . 4 0 a u n d Abschnitt b ) . 
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Was bedeutet nun der [ ft] Urindineinbau i n RNA? Um a l s direk-
tes M a ß für die R N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t zu g e l t e n , m ü ß t e n f o l -
gende Foraussetzungen gegeben sein: 
Die S ä t t i g u n g des Ribonukleosidtriphosphatpools m u ß rasch er-
folgen und S ä t t i g u n g s g e s c h w i n d i g k e i t und P o o l g r ö ß e u n a b h ä n g i g 
von der Mitogenstimulation der Lymphozyten bl e i b e n , da der 
[•^H] Uridineinbau das Produkt aus der Zahl der pro Z e i t e i n h e i t 
i n RNA eingebauten U T P - M o l e k ü l e und aus der mittleren s p e z i -
f i s c h e n R a d i o a k t i v i t ä t des UTP-Pools w ä h r e n d des gleichen 
Zeitraums d a r s t e l l t (Cooper, 1972). 
Diese Voraussetzungen t r e f f e n für die RNA-Synthese (Cooper, 
1972) i n Lymphozyten im Gegensatz zur Proteinsynthese ( v g l . 
Abschnitt C3c) nicht z u . Nach dem s p e z i f i s c h e n Transport von 
U r i d i n durch die Lymphozytenmembran m u ß das Nukleosid sequen-
z i e l l durch die Enzyme Uridinkinase, UMP-Kinase und UDP-Kina-
se phosphoryliert werden, um l e t z t l i c h UTP zu b i l d e n . Dies 
dient dann a l s Substrat für RNA-Polymerasen. Nach Peters und 
Hausen (1971) scheint der geschwindigkeitsbestimmende Vorgang 
dieser Reaktionsfolge die U r i d i n a u f n ä h m e i n die Z e l l e n zu s e i n . 
So werden zur S ä t t i g u n g des UTP-Pools P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - s t i -
mulierter menschlicher Blutlymphozyten 20 Stunden nach Mito* 
genzugabe rund 4 Stunden b e n ö t i g t (Cooper, 1972). Die U r i d i n -
aufnahmegeschwindigkeit e r h ö h t s i c h stark mit fortschreitender 
Inkubation nach Mitogenzugabe (Peters und Hausen, 1971; 
Weiner, 1976). Die reale Zunahme der RNA-Syntheserate nach 
P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - S t i m u l a t i o n i s t nach Kalkulationen von 
Cooper (1972) eher 2 fach im Gegensatz zur beobachteten 10 -
50 fachen Steigerung des Uridineinbaus zur 2 0 . Stunde nach 
Stimulation. Die rasche Zunahme des [^H]Uridineinbaus kurz 
nach Mitogenzugabe i s t daher wahrscheinlich auf eine E r h ö h u n g 
der spezifischen R a d i o a k t i v i t ä t des UTP-Pools z u r ü c k z u f ü h r e n . 
Die Hemmung des Uridineinbaus durch O v a l i c i n kann somit p r i n -
z i p i e l l an mehreren S t e l l e n erfolgen: Transport, Phosphory-
li e r u n g oder Einbau des radioaktiven R N A - V o r l ä u f e r s k ö n n e n be-
einflußt oder der Abbau der gebildeten RNA e r h ö h t werden. Das 
oben beschriebene Experiment läßt keine Entscheidung für eine 
Pulslänge (min) 
F i g . 39 K i n e t i k des Uridineinbaus ungehemmter und O v a l i c i n ge-
hemmter Lymphozyten 24 Stunden nach Con A-Zugabe 
Nach 14 s t ü n d i g e r Vorinkubation wurden jeweils 100 x 10^ Z e l -
len durch Zugabe von Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l s t i m u l i e r t 
( s . Methode 4a/J)« Eine Kulturflasche e r h i e l t g l e i c h z e i t i g mit 
dem Mitogen i n 50 u l BSS-Puffer ( s . Material 3a) 2.5 ug O v a l i -
c i n (Endkonzentration: 2 x 10"' M). 24 h nach Mitogenzusatz 
wurden 0 .9 ml Proben der Zellsuspension entnommen ( s . Methode 
7a) und 1 uCi p H ] u r i d i n (2 Ci/mMol) z u p i p e t t i e r t . Nach den 
angegebenen Zeiten wurde der Uridineinbau durch rasches Ab-
k ü h l e n i n einer Methanol/Trockeneis-Mischung (10 Sekunden) ge-
stoppt und die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . Me-
thoden 8a/$, 10a). 
O Ze l l e n - O v a l i c i n „ 
• Ze l l e n + O v a l i c i n (2 x 10"') 
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der M ö g l i c h k e i t zu. 
Interessant i s t i n diesem Zusammenhang noch e i n anderer Ver-
such: M i ß t man die Uridineinbauraten gehemmter und ungehemmter 
Lymphozyten 24 Stunden nach Con A-Zusatz i n verschieden langen 
Pulsen, so findet man bei beiden Kulturen für mindestens 30 
Minuten eine lineare Zunahme des Einbaus. Bei den O v a l i c i n be-
handelten Z e l l e n i s t der Anstieg wie erwartet a l l e r d i n g s um 
ca. 20 % reduziert ( F i g . 3 9 ) . Die Geraden laufen nicht durch 
den Ursprung, sodaß s i c h eine bei beiden Proben g l e i c h g r o ß e 
V e r z ö g e r u n g des Uridineinbaus um wenige Minuten ergibt ( F i g . 
3 9 ) . Was auch immer diese V e r z ö g e r u n g s p h a s e verursacht ( z . B. 
Sä t t i g u n g des Uridintransportsystems, Phosphorylierung von 
U r i d i n usw.), s i e wird durch O v a l i c i n nicht b e e i n f l u ß t , s o d a ß 
eine verminderte Synthese der RNA (bzw. ein e r h ö h t e r Abbau 
der RNA) a l s Ort der Ovalicinwirkung wahrscheinlich wird. 
b) U r i d i n k o n z e n t r a t i o n s a b h ä n g i g k e i t der Hemmung 
Um die Frage nach der Bedeutung der Hemmung des Uridineinbaus 
weiter zu e r h e l l e n , wurde seine A b h ä n g i g k e i t von der U r i d i n -
konzentratlon bei gehemmten und ungehemmten Z e l l e n bestimmt. 
Zum einen i s t es denkbar, d a ß gehemmte und ungehemmte Lympho-
zyten einen unterschiedlichen Uridinverbrauch aufweisen, s o d a ß 
nur unter S ä t t i g u n g s b e d i n g u n g e n die Hemmung q u a n t i t a t i v gemes-
sen werden kann ( v g l . Kap. A3a). Weiter kann die U r i d i n a f f i n i -
tät des RNA-Synthesesystems durch O v a l i c i n b e e i n f l u ß t s e i n . 




12 Stunden nach Con A-Stimulation wurden aus einer gehemmten 
_7 
Lymphozytenkultur, die mit dem Mitogen 2 x 1 0 M O v a l i c i n 
erhalten hatte, und aus einer K o n t r o l l k u l t u r ohne Hemmstoff 
Aliquots entnommen und der [^H] Uridineinbau i n s ä u r e u n l ö s l i -
ches Z e l l y s a t bei steigender Uridinkonzentration (zwischen 
0.25 - 25 uM) während eines 1 Stunden Pulses bestimmt. Mit 
steigenden Uridinkonzentrationen nimmt der Uridineinbau bei 
gehemmten und ungehemmten Z e l l e n a n f ä n g l i c h l i n e a r zu, um dann 
bei vergleichbaren Konzentrationen i n e i n un t e r s c h i e d l i c h ho-
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pH] Uridineinbau (IpM x 10"3) 
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hes Plateau Uberzugehen ( F i g . 40a), Die aus den M e ß w e r t e n be-
rechnete Hemmung des Uridineinbaus i n s ä u r e f ä l l b a r e s M a t e r i a l 
i s t i n weiten Bereichen - abgesehen von gewissen Schwankungen -
u n a b h ä n g i g von der Uridinkonzentration. Nur bei sehr hohen 
Uridinkonzentrationen im Medium scheint die Hemmung l e i c h t e r -
höh t zu se i n ( F i g . 40b). Die normalerweise angewandten Puls-
bedingungen (1 uCi/ml; 0.2 bzw. 2 Ci/mMol entspricht 5 bzw. 
0 .5 PM U r i d i n ) l i e f e r n also Hemmwerte,die nicht stark von der 
maximal erreichbaren Reduktion des Uridineinbaus i n Gegenwart 
von 2 x 10 M O v a l i c i n abweichen. T r ä g t man die erhaltenen 
M e ß w e r t e nach Lineweaver-Burk doppelt reziprok auf, so l i e g e n 
die Werte auf Geraden, die s i c h auf der Abszisse schneiden 
( F i g . 40c). Daraus r e s u l t i e r e n für Z e l l e n mit und ohne Hemm-
s t o f f sehr ä h n l i c h e scheinbare 'K -Werte*, die s i c h nach Be-
rn 
rechnung der Ausgleichsgeraden nach der Methode der k l e i n s t e n 
Quadrate zu 2.96 uM bzw. 2.94 uM für gehemmte Z e l l e n ergaben. 
Peters und Hausen (1971) fanden bei Messung der U r i d i n a u f n ä h -
me i n P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - s t i m u l i e r t e Rinderlymphknotenzellen 
6 Stunden nach Lektinzugabe einen etwas h ö h e r e n Wert für Halb-
Fig» 40 E i n f l u ß der Uridinkonzentration auf die Hemmung des 
Uridineinbaus Con A - s t i m u l i e r t e r M i l z z e l l e n durch 
O v a l i c i n 
33 x 10^ Z e l l e n e r h i e l t e n nach 13 s t ü n d i g e r Vorinkubation Con A 
(Endkonzentration: 1 ug/ml), 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l (Endkonzentra-
t i o n : 10-5 M) und gegebenenfalls O v a l i c i n i n einer Endkonzen-
t r a t i o n von 2 x 10"7 M (8. Methode 4a/5). 12 h nach Mitogenzu-
gabe wurden die Zellsuspensionen auf kleine R ö h r c h e n v e r t e i l t 
und die Proben mit verschiedenen Mengen [ 3H]Uridin (0.2 C i / m M ö l ) 
versetzt ( s . Methode 7 c ) , s o d a ß die i n (a) angegebenen U r i d i n -
konzentrationen r e s u l t i e r t e n . 1 h s p ä t e r wurde der Einbau ge-
stoppt und die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . 
Methode 8 a ß , 10a). 
a) Uridineinbau i n A b h ä n g i g k e i t von der Uridinkonzentration 
b) A b h ä n g i g k e i t der Hemmung des Uridineinbaus von der U r i d i n -
konzentration 
c) Doppelt reziproke Auftragung der M e ß w e r t e (a) nach Line-
weaver-Burk 
O - Ov a l i c i n
 7 
• + O v a l i c i n (2 x 1 0 W M) 
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Sättigung des Uridinaufnahmesystems von 5.3 uM. Da die ü r i d i n -
k o n z e n t r a t i o n s a b h ä n g i g k e i t für die Aufnahme des Nukleosids i n 
Lymphozyten und für seinen Einbau i n RNA g l e i c h i s t (Hausen 
und S t e i n , 1968), l i e g t es nahe, daß die oben a u f g e f ü h r t e n 
'K^Werte
1
 h a u p t s ä c h l i c h das Uridintransportsystem charakteri-
s i e r e n . Aus der Gleichheit der
 1
K -Werte' für gehemmte und 
m 
ungehemmte Zel l e n kann man somit zu dem Schl u ß kommen, daß 
O v a l i c i n die U r i d i n a u f n ä h m e i n ganze Z e l l e n nicht b e e i n f l u ß t . 
Dies steht auch im Einklang mit Befunden mit E,Weiner (1976), 
die besagen, daß O v a l i c i n die i n 1 st ü n d i g e n Pulsen gemessene 
[•^ H] Uridinauf nähme i n den s ä u r e l ö s l i c h e n A n t e i l Con A-stimu-
l i e r t e r M i l z z e l l e n aus M ä u s e n selbst nach 20 st ü n d i g e r Ein-
wirkung nicht b e e i n t r ä c h t i g t , 
c) G r ö ß e der Hemmung 
In den vorangegangenen Versuchen wurde der Uridineinbau selbst 
unter optimalen Bedingungen, verglichen mit dem Thymidineinbau, 
nur gering durch O v a l i c i n gehemmt. Um direkt mit der DNA-Syn-
these vergleichen zu k ö n n e n , wurde neben dem Uridineinbau 
g l e i c h z e i t i g der Thymidineinbau i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t 
von Z e l l e n derselben A n s ä t z e mit und ohne O v a l i c i n (2 x 10*^M) 
bestimmt. Die i n 1 st ü n d i g e n Pulsen, 36 Stunden nach Con A 
bzw, Toxinzugabe gemessene Hemmung des Uridineinbaus beträgt 
zwischen 55 und 65 % der Reduktion der DNA-Synthese (ohne Be-
l e g ) . 
d) Wirkungsgeschwindigkeit von O v a l i c i n auf den Uridineinbau 
Wie rasch wird nun diese Hemmung des Uridineinbaus i n säu r e -
u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t e r r e i c h t ? Der Versuch wurde analog zu den 
entsprechenden Experimenten zur Bestimmung der Wirksamkeit von 
O v a l i c i n auf DNA- und Proteinsynthese d u r c h g e f ü h r t ( s . F i g , 
18, 29), Zu p a r a l l e l angesetzten, Con A-stimulierten M i l z z e l l -
kulturen wurde zu verschiedenen Zeiten nach Mitogenzusatz 
—7 
2 x 10 M O v a l i c i n zugegeben, K o n t r o l l z e l l e n e r h i e l t e n das 
gleiche Volumen BSS-Puffer ( s , M a t e r i a l 3 a ) . 12 Stunden nach 
Lektinzugabe wurde der [^H] Uridineinbau innerhalb zweier Stun-
den gemessen. Schon nach 3 s t ü n d i g e r Toxineinwirkung i s t e i -
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0 2 4 6 8 10 12 
Zeitpunkt der Ovalicin-Zugabe (h) 
I F i g . 41 Geschwindigkeit der Wirkung von O v a l i c i n auf den U r i -
dineinbau s t i m u l i e r t e r Lymphozyten zwischen der 12» 
und 14» Stunde nach Con A-Zugabe 
cJeweils 10 x 10^ Z e l l e n (2 x 10^/ml) wurden nach 13 s t ü n d i g e r 
\Vorinkubation durch Zugabe von Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 
f s t i m u l i e r t ( s . Methode 4 a ß ) . Zu den angegebenen Zeiten wurde 
cden Kulturen i n 25 u l BSS ( s . Material 3a) O v a l i c i n (End-
Pkonzentration: 2 x 10"? M) zugesetzt. Die Ko n t r o l l k u l t u r e n 
e e r h i e l t e n unter i d e n t i s c h e r Behandlung das gleiche Volumen 
IBSS-Puffer. 12 h nach Mitogenzugabe wurden Proben i n kleine 
F K u l t u r r ö r c h e n p i p e t t i e r t ( s . Methode 7 a ) , 1 uCi pHJUridin 
( (0 .2 Ci/mMol) zugesetzt ( s . Methode 7b) und nach 2 h die s ä u -
2 r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . Methoden öa/5, 10a) . 
O - O v a l i c i n
 7 
• + O v a l i c i n (2 x 10~' M) 
ine s i g n i f i k a n t e Hemmung von rund 15 % f e s t s t e l l b a r ( F i g . 4 1 ) « 
l Um a l l e r d i n g s den maximalen Effekt zu erzielen. ( 2 5 - 35 % Hem-
lmung), muß O v a l i c i n 8 - 1 0 Stunden einwirken ( F i g . 4 0 « 
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e) Selektive Hemmung einzelner RNA-Spezies 
Wie auch i n anderen eukariotischen Z e l l e n gibt es i n Lympho-
zyten verschiedene Klassen von R i b o n u k l e i n s ä u r e n , Den g r ö ß t e n 
A n t e i l an der Gesamtmenge b i l d e t die ribosomale RNA (ca. 80 %) 
mit ihren Subklassen 28 S, 18 S und 5 S (Cooper, 1972), Diese 
für den Aufbau der Ribosomen wichtigen R N A - M o l e k ü l e , haben i n -
t r a z e l l u l ä r eine sehr lange Lebensdauer. 18 und 28 S RNA wer-
den mit geringer Geschwindigkeit a l s 45 S - V o r l ä u f e r m o l e k ü l im 
Nukleolus s y n t h e t i s i e r t und erscheinen nach Methylierung und 
Zurechtschneiden im Zytoplasma. Ebenfalls ziemlich b e s t ä n d i g 
i s t die Transfer-RNA (tRNA), mit einem A n t e i l von rund 10 % 
an der Gesamt-RNA (Cooper, 1972). Ihr V o r l ä u f e r wird wie die 
5 S rRNA im Nukleoplasma (Cooper, 1972) wahrscheinlich von 
Polymerase C s y n t h e t i s i e r t (Chambon, 1975)« Ihre Modifizierung 
(Methylierung, » P r o c e s s i n g » ) e r f o l g t jedoch erst im Zytoplas-
ma (Kay und Cooper, 1969)« Im Gegensatz dazu steht die hetero-
disperse, nukleare RNA (hnRNA), die im Nukleoplasma des Kerns 
a l s Hauptkomponente (>90 %) der rasch s y n t h e t i s i e r t e n RNA ge-
b i l d e t wird. Diese Spezies s t e l l t wahrscheinlich die V o r l ä u f e r -
m o l e k ü l e für Messenger-RNA (mRNA) dar und i s t extrem i n s t a b i l , 
s o daß i h r Pool sehr k l e i n i s t ( c a . 1 % ) . 
Nach Mitogenstimulation der Lymphozyten werden die einzelnen 
RNA-Klassen akkumuliert, einmal durch E r h ö h u n g der Neusynthe-
se, zum anderen durch Verminderung des Abbaus (Cooper, 1972). 
Die Syntheserate der rRNA (Cooper, 1969; Cooper, 1972) und der 
tRNA (Kay und Cooper, 1969) s t e i g t dabei im Vergleich zur he-
terogenen RNA ü b e r p r o p o r t i o n a l an, was eine E r h ö h u n g des An-
t e i l s der rRNA an der w ä h r e n d eines kurzen Z e i t i n t e r v a l l s syn-
t h e t i s i e r t e n Gesamt-RNA von k l e i n e r 5 % i n ruhenden Zel l e n auf 
15 - 20 % i n P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - a k t i v i e r t e n menschlichen Blut -
Lymphozyten 20 Stunden nach Lektinzusatz zur Folge hat (Cooper, 
1972). Entsprechend sinkt der A n t e i l der hnRNA an der rasch 
s y n t h e t i s i e r t e n RNA auf u n g e f ä h r 80 % • Daraus wird s i c h t b a r , 
daß der Metabolismus der einzelnen RNA-Klassen u n a b h ä n g i g von-
einander r e g u l i e r t wird. E r m ö g l i c h t wird dies wahrscheinlich 
dadurch, daß die einzelnen RNA-Spezies von verschiedenen RNA-
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Polymerasen i n von einander separierten Kompartimenten synthe-
t i s i e r t werden (Kay und L i n g , 1975; L i n d e i l et a l . , 1978). 
Hieraus ergeben s i c h s p e z i f i s c h e E i n g r i f f s m ö g l i c h k e i t e n fUr 
O v a l i c i n zur selektiven Hemmung einzelner RNA-Spezies. 
a. Produktanalyse i n Gegenwart von O v a l i c i n s y n t h e t i s i e r t e r RNA 
Um diese M ö g l i c h k e i t der Ovalicinwirkung zu untersuchen, wurden 
zwei identische M i l z z e l l k u l t u r e n angesetzt und mit Con A s t i -
m u l i e r t . Eine der beiden Kulturen e r h i e l t z u s ä t z l i c h mit dem 
_7 
Mitogen 2 x 10 M O v a l i c i n . 12 Stunden nach Versuchsbeginn 
wurde zur Markierung der R i b o n u k l e i n s ä u r e n beiden Kulturen 
radioaktives U r i d i n i n g l e i c h e r Konzentration zugesetzt. Die 
Z e l l e n mit Toxin e r h i e l t e n [ 1 1 f c ] , die K o n t r o l l z e l l e n [^H] mar-
k i e r t e s U r i d i n . Nach 1 Stunde wurden die Zellsuspensionen ver-
e i n i g t , von ü b e r s c h ü s s i g e r R a d i o a k t i v i t ä t freigewaschen und 
die RNA e x t r a h i e r t . Die doppelt markierte RNA wurde ans c h l i e -
ß e n d i n Polyacrylamidgelen i n Gegenwart von Dodecylsulfat nach 
ihrem Molekulargewicht im e l e k t r i s c h e n Feld aufgetrennt, die 
Gele i n Scheibchen zerschnitten und die [
U
C ] und [
3
H ] Radioak-
tiv i t ä t im F l ü s s i g k e i t s s z i n t i l l a t i o n s s p e k t r o m e t e r bestimmt. 
Tr ä g t man nach Korrektur der Impulse ( s . Methode 10b) die Ra-
d i o a k t i v i t ä t gegen die Fraktionsnummer auf, so findet man die 
R a d i o a k t i v i t ä t i n 2 Hauptgipfeln, die mit H i l f e von Molekular-
gewicht sstandards ( v g l . Fig.1 ) zu rund 18 und 28 S bestimmt 
wurden ( F i g . 42c, d ) . Sie s t e l l e n also die Hauptkomponenten 
ribosomaler RNA dar. Diese sind von einem g r o ß e n A n t e i l RNA 
ü b e r l a g e r t , deren Molekulargewicht s i c h ü b e r einen g r o ß e n 
Bereich e r s t r e c k t . Ein k l e i n e r A n t e i l i s t so hochmolekular, 
daß er nicht i n das Gel eindringen konnte. Dieser A n t e i l w ä c h s t 
drastisch an (auf u n g e f ä h r 10 % der G e s a m t r a d i o a k t i v i t ä t ) , 
wenn man den Vernetzungsgrad der Polyacrylamidgele e r h ö h t ( F i g . 
42d; v g l . auch Shaaya, 1976). r R N A - V o r l ä u f e r m o l e k ü l e ( z . B. 
45 S rRNA) treten nicht a l s a u f g e l ö s t e G i p f e l i n Erscheinung. 
Bildet man nun für jede Fraktion das V e r h ä l t n i s beider Iso-
tope (^H/ 1 Z fc), so findet man bei beiden Gelen erhöhte Werte 





 ^ enthalten ( F i g . 42c, d ) . Dies i s t mit einer s e l e k t i v e n 
Hemmung der 3 ribosomalen RNA-Spezies kompatibel (Tab. 17a). 
Die starken Schwankungen des ^ H /
1
^ C - V e r h ä l t n i s s e s i n den Frak-
tionen n i e d r i g e r R a d i o a k t i v i t ä t sind wahrscheinlich auf unge-
naue Messung geringer A k t i v i t ä t e n z u r ü c k z u f ü h r e n ( F i g . 42a). 
Im Gegensatz zu Fraktionen mit rRNA l i e g t das ^ H /
1
^ C - V e r h ä l t -
n i s des nicht i n das Gel gewanderten Ma t e r i a l s (hnRNA?) unter 
dem Durchschnitt. Daraus r e s u l t i e r t eine geringere Hemmung 
dieser RNA-Klasse im Vergleich zur rRNA (Tab. 17a). A u f f a l l e n d 
i s t das unterschiedliche A u s m a ß der Hemmung der rRNA-Spezies. 
Bei dem i n F i g . 42c dargestellten Gel wurde die 5 und 4 S 
Region nicht vermessen; bei dem i n F i g . 42d d a r g e s t e l l t e n 
Gel f e h l t die 4 S Region. 
F i g . 42 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf die Synthese einzelner RNA-
Spezies Con A-st i m u l i e r t e r Lymphozyten 
2 A n s ä t z e mit je 100 x 10^ Zellen wurden nach 12 s t ü n d i g e r 
Vorinkubation durch Zugabe von Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 
s t i m u l i e r t ( s . Methode 4 s ß).Eine der beiden Kulturen e r h i e l t 
g l e i c h z e i t i g mit dem Mitogen O v a l i c i n (2 x 10~7 M). 12 h 
nach Mitogenzugabe wurden den Zellen i n Anlehnung an F i l l i n -
g^ .ic- und r.orris (1973) i n 1 ml Wasccr 100 uCi [^ II] U r i d i n 
(- O v a l i c i n ; resultierende Konzentration: 2 uCi/ml; 0 .5ß C i / 
mMol; 3 . 45 uM U r i d i n ) , den Zell e n mit O v a l i c i n 10 uCi [ ^ c ] 
U r i d i n (resultierende Konzentration: 0.2 uCi/ml; 0.058 Ci/mMol; 
3 . 45 uM Uri d i n ) zugesetzt. Nach 1 h wurde der Einbau gestoppt, 
die Zellsuspensionen ve r e i n i g t und die RNA ex t r a h i e r t ( s . Me-
thode 1 8 ) . Zur Analyse wurden die RNAs i n 2.2 % Dodecylsulfat-
Polyacrylamid-Rundgelen aufgetrennt ( s . Methode 9 b ) , die Gele 
i n 1 mm b r e i t e Scheibchen zerschnitten und die [3H] und P^c] 
R a d i o a k t i v i t ä t jeder Fraktion bestimmt ( s . Methode 10b). 
Als externe Molekulargewichtsmarker dienten 16, 23 S rRNA aus 
E. c o l i . 
a, b) ^ H /
1
^ C - V e r h ä l t n i s der R a d i o a k t i v i t ä t i n den Fraktionen 
Gelexe^Li-upnorese aer RNA i n Dodecj iöulia^-L ~ l j »ti j laiuid-
Rundgelen (Acrylamidkonzentration: 2.2 %) 
c) Acrylamid : N,N'-Methylen-bis-acrylamid = 48 : 1 
d) Acrylamid : N,N*-Methylen-bis-acrylamid = 20 : 1 
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Tab» 17 Hemmung der Synthese einzelner »pulse* und 'pulse-
chase» markierter RNA-Spezies Con A- s t i m u l i e r t e r Lym-
phozyten durch O v a l i c i n 
Die Werte zur Berechnung der Synthesehemmung einzelner RNA-
Spezies wurden den Figuren 42 (a) und 43 (b) entnommen» Zur 
Bestimmung der Gesamthemmung der RNA-Synthese wurde aus den 
Kulturen mit und ohne Hemmstoff (Versuchsbedigungen s» Fig» 
42) vor Zugabe der Pulsmedien jeweils 2 x-0»9 ml der Ze l l s u s -
pension entnommen, 1 uCi [3H] U r i d i n (0»058 Ci/mMol) zugesetzt 
(s» Methode 7a) und nach 1 h die s ä u r e u n l ö s l i c h e Radioaktivi-
tät bestimmt (s» Methoden 8a/J, 10a)» 
[
3
H] Uridineinbau (IpM): - O v a l i c i n 5 750 + 52 (= 1.000) 












Puls: 1 2 - 1 3 
(h nach Con A-
zugabe) 
RNA am Start 8.1 29 
37 10.0 43 
21 11.6 51 ( 
5.7 9.3 38 
(b) 
Puls: 12 - 13 
Chase: 13 - 1 3 « 5 
(h nach Con A-
zugabe) 
32 8.8 35 
19 10.3 44 
5.2 9.0 36 
4.2 6.7 14 
'Berechnung der Synthesehemmung einzelner RNA-Spezies aus 
dem 3H / 1 4
c
_verhältnis: 
^ H / ^ ^ C - V e r h ä l t n i s bei homogener Mischung 
a l l e r RNAs (vor Elektrophores gemessen): 8.67 
5 .14 
-'H/ C - V e r h ä l t n i s bei homogener Mischung 
a l l e r RNAs ohne Hemmung (berechneter Wert): a _ g 
b x 0.664 ~ 
Fortsetzung folgende Seite 
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So wird die Synthese der 5 S RNA zu 38 % und die der 18 S RNA 
zu 51 % gehemmt. Die Synthesehemmung der 28 S RNA entspricht 
mit 43 % eher der Reduktion der 5 S RNA (Tab. 17a). Die 
Ursache d a f ü r kann einmal i n der unterschiedlichen Empfind-
l i c h k e i t des Metabolismus der einzelnen Spezies g e g e n ü b e r 
O v a l i c i n l i e g e n , zum anderen besteht die M ö g l i c h k e i t , daß we-
nig gehemmte RNA ( z . B. hnRNA) die s e l e k t i v gehemmten Spezies 
un t e r s c h i e d l i c h stark • v e r u n r e i n i g t
1
. So i s t der A n t e i l an 
heterodisperser RNA im 28 S Bereich bedeutend g r ö ß e r a l s im 
18 S Bereich (Cooper, 1972). Um zwischen diesen M ö g l i c h k e i t e n 
d i f f e r e n z i e r e n zu k ö n n e n , führte i c h e i n zweites l e i c h t modi-
f i z i e r t e s Experiment durch. Im Gegensatz zum oben beschriebe-
nen Versuch wurde nach der 1 s t ü n d i g e n [^H] bzw. [
1
 ^ c] Uridinmar-
kierung ( » p u l s e
1
) die R a d i o a k t i v i t ä t durch Zugabe eines 300 
fachen U b e r s c h u ß e s an »kaltem» U r i d i n innerhalb von 30 Minuten 
aus den kurzlebigen RNA-Spezies v e r d r ä n g t ( » c h a s e » ) . Durch Zu-
gabe von Actinomycin D s o l l t e der Wiedereinbau der katabolisch 
freigesetzten radioaktiven Bausteine durch Hemmung der RNA-
Polymerasen verhindert werden ( v g l . Filiingame und Morris, 
1973)» In Versuch 43 i s t das Ergebnis dieses Versuchs dar-
g e s t e l l t : Am a u f f ä l l i g s t e n i s t der bedeutend geringere A n t e i l 
an heterogener RNA, die wegen i h r e r kurzen Halbwertszeit von 
nur 8 Minuten i n st i m u l i e r t e n Lymphozyten (Cooper, 1972) be-
vorzugt abgebaut wird. Dadurch treten die G i p f e l s t a b i l e r RNA 
Daraus f o l g t : ^ = 5»75 
a = [
3





H / ^ ^ C - V e r h ä l t n i s ( t h e o r e t i s c h ) , wenn der Ansatz mit 
p4c] U r i d i n ohne O v a l i c i n geblieben wäre 
a, b x O.664 = w i r k l i c h gemessene R a d i o a k t i v i t ä t (IpM) 
a 1 





19 S RNA (b): X = % f r % = 0 . 5 6 ; dies entspricht einer Hemmung 




d e u t l i c h e r hervor. Wie auch im Pulsexperiment i s t das H/ C-
V e r h ä l t n i s i n den Fraktionen mit ribosomaler RNA s i g n i f i k a n t 
e r h ö h t . Die dadurch angezeigte s e l e k t i v e Hemmung l i e g t nur ge-
r i n g unter den Werten des Pulsversuchs, die r e l a t i v e G r ö ß e der Syn-
thesehemmung der verschiedenen rRNA-Spezies bleiben t r o t z starker 
Reduktion kurzlebiger RNA-Spezies erhalten (Tab. 1?b). Dies 
s p r i c h t gegen eine Beeinflussung des Zurechtschneidens der RNA-
V o r l ä u f e r m o l e k ü l e ('processing«) durch O v a l i c i n und deutet auf 
e i n unterschiedliches E i n g r e i f e n des Toxins i n den Metabolis-
mus einzelner RNA-Spezies h i n . Dieses P h ä n o m e n kann jedoch 
auch eine r e i n m e ß t e c h n i s c h e Ursache haben. Emerson ( 1 9 7 1 ) be-
obachtete i n kontaktinhibierten H ü h n e r f i b r o b l a s t e n mit n i e d r i -
ger r R N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t bei kurzen Pulsen mit r a d i o a k t i v e n 
RNA-Vorlaufern eine im Vergleich zu rasch wachsenden Z e l l e n 
zu geringe Markierung der 18 S RNA-Spezies. Bei l ä n g e r e n P u l - , 
sen n ä h e r t e s i c h das M a r k i e r u n g s v e r h ä l t n i s (18 S/28 S) dem von 
rasch p r o l i f e r i e r e n d e n Z e l l e n an. Beide rRNA-Spezies werden a l s 
e i n V o r l ä u f e r m o l e k ü l (45 S) von den rRNA-Genen abgelesen. 
Da die Sequenzen für 18 und 28 S rRNA u n t e r s c h i e d l i c h weit vom 
Startpunkt der Transkription entfernt sind und zu Beginn des 
Pulses v i e l e 45 S M o l e k ü l e s i c h gerade i n Synthese bef i n d e n , 
dürfte besonders bei kurzen Pulsen oder i n langsam p r o l i f e r i e -
renden Z e l l e n ( z . B. i n gehemmten Zellen) R a d i o a k t i v i t ä t bevor-
F i g . 43 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf die Synthese und » P r o c e s s i n g
1 
einzelner RNA-Spezies Con A - s t i m u l i e r t e r Lymphozyten 
Die D u r c h f ü h r u n g des Versuchs e r f o l g t e wie i n F i g . 42 beschrie-
ben; die A n s a t z g r ö ß e betrug jedoch nur 1 /3« Z u s ä t z l i c h wurde 
nach der Pulsmarkierung der Z e l l e n mit [^H] bzw. [ 1 Z f c] U r i d i n 
e i n »chase» angeschlossen. Dazu wurde e i n 300 facher U b e r s c h u ß 
an unmarkiertem U r i d i n und Aktinomycin D (Endkonzentration: 
5 ug/ml) zugesetzt. Zur Gewinnung und Analyse der RNA s. F i g . 
42. Als externe Molekulargewichtsmarker dienten 16 und 23 S 





^ C - V e r h ä l t n i s der R a d i o a k t i v i t ä t i n den Fraktionen 
b) Gelelektrophorese der RNA i n Dodecylsulfat-Polyacrylaraid-
Rundgelen (Acrylamidkonzentration: 2.2 %; Acrylamid : N,N* -
Methylen-bis-acrylamid = 48 : 1) 
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zugt i n die rRNA-Spezies eingebaut werden, die d i s t a l vom Pro-
motor l i e g t . T a t s ä c h l i c h befindet s i c h die 28 S rRNA am 3 ' -
Ende (d.h. Promotor d i s t a l ) des 45 S V o r l ä u f e r m o l e k ü l s , wie 
rDNA-Strukturuntersuchungen ergeben haben (Fedoroff, 1979). 
Cooper und Gibson (1971) i n t e r p r e t i e r e n dagegen ä h n l i c h e Beob-
achtungen bei menschlichen Blutlymphozyten mit einem unter -
s c h i e d l i c h raschen Abbau der i n kurzen Pulsen markierten 28 S 
und 18 S rRNAs. Trotz p r i n z i p i e l l g l e i c h e r Metabolisierungsra-
te von 18 und 28 S rRNA werden die neu s y n t h e t i s i e r t e n , radio-
aktiv-markierten 28 S r R N A - M o l e k ü l e s t a t i s t i s c h langsamer ab-
gebaut, da s i e im Gegensatz zur 18 S rRNA i n einem m e ß b a r e n 
Pool eingeschleust und somit die markierten M o l e k ü l e durch 
eine große Anzahl unmarkierter M o l e k ü l e stark v e r d ü n n t werden. 
Besonders a u s g e p r ä g t zeigt s i c h dieser Unterschied bei ruhen-
den oder Cycloheximid gehemmten Lymphozyten, da ihre rRNA wahr-
s c h e i n l i c h aus Mangel an rRNA s c h ü t z e n d e n Proteinen (riboso-
male Proteine?) besonders rasch metabolisiert wird. Mit meinem 
Versuch kann zwischen beiden M ö g l i c h k e i t e n nicht unterschieden 
werden. 
Z u s ä t z l i c h taucht i n diesem Gel i n der 4 S Region ein G i p f e l 
auf, der bei den anderen Gelen nicht gemessen wurde ( F i g . 43)» 
Dabei handelt es s i c h vermutlich um tRNA (Kay und Cooper, 1969), 
deren Synthese mit rund 14 % v i e l weniger a l s die der rRNA ge-
hemmt wird ( F i g . 43a, Tab. 17b). 
Zusammenfassend läßt s i c h f e s t h a l t e n , daß der durch O v a l i c i n 
gehemmte Uridineinbau t a t s ä c h l i c h auf Hemmung der Synthese 
von RNA (bzw. E r h ö h u n g von RNA-Abbau) z u r ü c k z u f ü h r e n i s t , da 
se l e k t i v die Synthese einzelner RNA-Spezies i n h i b i e r t wird. 
hnRNA und tRNA-Synthese werden nur gering gehemmt. Dabei i s t 
a l l e r d i n g s vorausgesetzt, daß die RNA-Polymerasen die RNA-Bau-
steine nicht aus verschiedenen, durch Kompartimentierung getrenn-
ten Pools entnehmen, deren S ä t t i g u n g oder Größe durch O v a l i c i n 
unterschiedlichstark b e e i n f l u ß t werden. 
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ßm E i n f l u ß von O v a l i c i n auf die RNA-Synthese ruhender Lympho-
zyten 
Wie i n der Ein l e i t u n g zu diesem Abschnitt schon beschrieben 
wurde, s p i e l t der rRNA-Metabolismus i n ruhenden Lymphozyten 
eine untergeordnete Rolle (Cooper, 1972). H a u p t s ä c h l i c h wird 
hnRNA umgesetzt (Cooper, 1969; Cooper, 1972). Erst nach Mito-
genstimulation wird vermehrt rRNA s y n t h e t i s i e r t . Bei s e l e k t i -
ver Hemmung der rRNA-Synthese s o l l t e man erwarten, daß der 
gut m e ß b a r e Uridineinbau i n unstimulierte M ä u s e m i l z z e l l e n nicht 
oder nur wenig durch O v a l i c i n gehemmt wird. T a t s ä c h l i c h f i n -
det man bei ruhenden Lymphozyten nach 18 s t ü n d i g e r Vorinkubati-
on (um den durch die Z e l l i s o l i e r u n g induzierten RNA-Metabolis-
mus unstimulierter Lymphozyten abklingen zu lassen; v g l . Wei-
ner, 1976) und a n s c h l i e ß e n d e r 19 s t ü n d i g e r Einwirkung von Ova-
l i c i n (2 x 10 M) nur eine Hemmung von 7 % , im Vergleich zur 
30 % Reduktion des Uridineinbaus bei s t i m u l i e r t e n Z e l l e n nach 
gleichlanger Toxineinwirkung (Tab. 18; v g l . auch F i g . 3 8 ) . Die-
se Beobachtung stehen im Einklang mit Befunden von Weiner 
(1976). 
f) Wirkt O v a l i c i n auf die RNA-Synthese i s o l i e r t e r Kerne? 
In Gegenwart von O v a l i c i n wird i n Lymphozyten bevorzugt die 
Synthese ribosomaler RNA gehemmt, die durch RNA-Polymerase I 
(A) im Nukleolus k a t a l y s i e r t wird ( L i n d e l l et a l . , 1978). 
Wirkt nun O v a l i c i n direkt auf die Polymerisationsreaktion der 
Ribonukleosidtriphosphate zu RNA, so s o l l t e der Einbau radio-
aktiver V o r l ä u f e r i n säure f ä l l b a r e s M a t e r i a l i s o l i e r t e r Kerne 
durch O v a l i c i n gehemmt werden, vorausgesetzt die A k t i v i t ä t 
von Polymerase I i s t i n einem solchen System m e ß b a r . 
Um dies zu ü b e r p r ü f e n , wurden 36 Stunden nach Con A-Zugabe 
nach Land und Sc h ä f e r (1977) aus st i m u l i e r t e n und unstimulier-
ten M ä u s e m i l z z e l l e n Kerne i s o l i e r t und ihre RNA-Syntheseakti-
vität anhand des Einbaus von [^HJUTP i n säure f ä l l b a r e s Materi-
a l bei 25°C gemessen. Mit zunehmender Inkubationsdauer s t e i g t 
der Einbau innerhalb von 20 - 30 Minuten l i n e a r an. Danach 
fällt die Einbaurate, zumindest für Kerne aus stim u l i e r t e n 
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Tab. 18 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den Uridineinbau unstimulier-
t e r Lymphozyten 
Nach einer Vorinkubation von 18 h ( s . Methode 4a/3) e r h i e l t ein 
T e i l der Kulturen mit jeweils 10 x 10^ Z e l l e n O v a l i c i n i n e i -
ner Endkonzentration von 2 x 10"? M. Nach 19 s t ü n d i g e r Einwir-
kung des Hemmstoffs wurde der [ 3H]Uridineinbau (1 uCi/ml; 
2 Ci/mMol) i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t w ä h r e n 1 h bestimmt 









1 351 1 0 
1 221 + 74 
7.5 + 6.2 
O v a l i c i n 
2 x 10" 7 M 
3 
4 
1 157 + 28 
1 231 + 8 
Z e l l e n ab ( F i g . 44)« Unter den gleichen Bedingungen bauen Ker-
ne aus unstimulierten Z e l l e n weniger a l s 10 % des radioaktiven 
V o r l ä u f e r s e i n ( F i g . 44)« Dies entspricht a n g e n ä h e r t den i n 
ganzen Z e l l e n gefundenen R N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t e n (Tab. 19). 
Zur Charakterisierung des z e l l f r e i e n Systems wurde der E i n f l u ß 
von a-Amanitin und Actinoraycin D untersucht. 200 ug/ml a-Ama-
n i t i n , das i n dieser Konzentration die Polymerasen II und III 
i n i s o l i e r t e n Kernen hemmt (Benecke und Penman, 1977)» redu-
zieren den UTP-Einbau um knapp 80 % ( F i g . 45; v g l . Panijel et a l . , 
1972). Nach diesem Befund s o l l t e man die r e s t l i c h e n 20 % der 
G e s a m t e i n b a u a k t i v i t ä t der RNA-Polymerase I zuschreiben k ö n n e n . 
In Gegenwart von niedrigen Dosen Actinomycin D (40 ng/ml) wird 
- wie auch i n der L i t e r a t u r berichtet ( L i n d e l l . 1976) - der 
Einbau von UTP i n s ä u r e u n l ö s l i c h e Polymere nur gering gehemmt 
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Fig» k k Kinetik des [^H]UTP-Einbaus i n Kerne u n s t i m u l i e r t e r , 
s t i m u l i e r t e r und O v a l i c i n behandelter, s t i m u l i e r t e r 
Lymphozyten 
6 Ansätze mit 100 x 10^ Z e l l e n e r h i e l t e n nach 12 s t ü n d i g e r 
Vorinkubation Con A und 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l , 2 z u s ä t z l i c h Ova-
l i c i n i n einer Endkonzentration von 2 x 10""' M ( s . Methode 
4 a ß ) , 2 weitere, p a r a l l e l angesetzte Kulturen blieben ohne 
Zusätze» 36 h nach Mitogenzusatz wurden die Z e l l e n geerntet, 
die Kerne präpariert (s» Methode 13aa), die i s o l i e g t e n Kerne 
zum Einbau von pH] UTP u n t e r s c h i e d l i c h lang bei 25 C inkubiert 
( s . Methode 19) und die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t be-
stimmt ( s . Methode 8 d ) . 
O Zellen + Con A, + 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l „ 
• Zellen + Con A, + 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l , + O v a l i c i n (2 x 10"^M) 
A Zellen - Con A, - 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 
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Tab, 19 E i n f l u ß von O v a l i c i n auf den Uridineinbau Con A - s t i -
mulierter L y m p h o z y t e n « - i n vivo Kontrollen für Kern-
test» 
Die Z e l l e n wurden wie i n F i g . 45 beschrieben, s t i m u l i e r t , 36 
h nach Mitogenzusatz wurden je Flasche 0.9 ml der Zellsuspen-
sion entnommen ( s . Methode 7a) und der [3H]Uridineinbau 
(1 uCi/ml; 0.2 Ci/mMol) w ä h r e n d 1 h gemessen ( s . Methoden 8 a ß , 
10a). 







{% der Kontrolle) 
- 1 520 
524 
522 + 2 
Con A 









27 888 + 1 130 
(100) 
Con A 
2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 





20 617 + 371 
( 74) 
( i n diesem Experiment zu c a . 30 %; F i g . 45) • 
Diese Versuche zeigen, daß das z e l l f r e i e System i n seinen E i -
genschaften den i n der L i t e r a t u r beschriebenen Systemen ähn-
l i c h i s t , Inhibitoren ungehindert Z u t r i t t haben und auch k l e i -
nere Hemmungen nachweisbar s i n d . Setzt man nun den Kernen Ova-
l i c i n zu, so findet man selbst bei einer Konzentration von 
Durch niedrige Dosen Actinomycin D wird s e l e k t i v die Trans-
k r i p t i o n einer Klasse von mRNAs verhindert. Diese nicht ab-
gelesenen Gene tragen m ö g l i c h e r w e i s e die Information für 
ribosomale Proteine ( L i n d e i l et a l . , 1978). 
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[3H]UTP-Einbau (IpM x 2-10"6Kerne"1 x 1 0 " 3 ) 
0 2 4 6 8 10 
ohne Inkubation 
Kontrolle 
2 x 1 0 " 7 M 
•»•Ovalicin 
2 x 10" 5M 
• a-Amanitin 
< 2 0 0 i i g x m r ) 
•Actinomycin D 
U O n g x m f 1 ) 
-Ovalicin 
S49.1 - Kulturüberstand 
• Ovalicin 
2 x 1 0 " 7 M 
F i g . 45 Wirkung von O v a l i c i n auf den [
3
H]UTP-Einbau i n Kerne 
Con A s t i m u l i e r t e r M i l z z e l l e n 
Stimulation der Z e l l e n , Kernisolierung und Messung des UTP-
Einbaus i n Kerne er f o l g t e n wie i n F i g . 44 beschrieben. Es 
wurden jedoch nur Kerne aus ungehemmten Z e l l e n i n Gegenwart 
der i n der Figur angegebenen Zu s ä t z e g e t e s t e t . 
Inkubationsdauer: 1 h bei 25°C. A l l e Werte wurden i n P a r a l l e l -
a n s ä t z e n doppelt bestimmt. (Ausnahme: + O v a l i c i n (2 x 10~5 M) 
2 x 10 M keinen E i n f l u ß auf den w ä h r e n d 1 Stunde gemessenen 
UTP-Einbau ( F i g . 4 5 ) . Die bei 2 x 10 M O v a l i c i n beobachtete 
'Aktivierung* i s t wahrscheinlich nicht s i g n i f i k a n t . O v a l i c i n 
aus S 4 9 . 1 - L y m p h o m z e l l ü b e r s t a n d (»metabolisiertes» O v a l i c i n ) 
i s t ebenfalls unwirksam ( F i g . 4 5 ) . O v a l i c i n hat demnach auf 
di e , zumindest i n diesem System a k t i v i e n Polymerase keine Wir-
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kung. Auf der anderen Seite zeigen Kerne aus O v a l i c i n behan-
delten Z e l l e n eine deutlich verminderte R N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t 
( F i g . k k ) * Die i n ganzen Z e l l e n gefundene Hemmung der RNA-
Synthese b l e i b t also im z e l l f r e i e n Kernsystem erhalten (Tab. 
19; F i g . k k ) . 
Die RNA-Synthesehemmung durch O v a l i c i n e r f o l g t also wahrschein-
l i c h ü b e r einen Defekt im Synthese- oder Abbauapparat für RNA 
und nicht durch Mangel an radioaktiv markierten V o r l ä u f e r m ö l e -
k ü l e n , da i n diesem F a l l bei freiem Z u t r i t t des Substrats k e i -
ne Hemmung im z e l l f r e i e n System auftreten d ü r f t e . 
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Diskussion 
A. Z e l l s e l e k t i v e Wirkung von O v a l i c i n 
Die im ersten Abschnitt dieser Arbeit beschriebenen Versuche be-
s t ä t i g e n die hohe Wirksamkeit des Sesquiterpens O v a l i c i n g e g e n ü b e r 
lymphoiden Z e l l e n . Myelomazellen bilden dabei m ö g l i c h e r w e i s e e i -
ne Ausnahme ( F i g . 16, 17). M ä u s e m i l z z e l l e n ( v g l . dazu Weiner, 
1976; Hartmann et a l . , 1978) und T-Lymphomzellen werden verglei c h s -
weise rasch bei a u ß e r o r d e n t l i c h niedrigen Konzentrationen von 
6 - 10 x 10~"10 M halbraaximal gehemmt (Tab. 20; F i g . 6 ) . Diese 
exzeptionelle Wirksamkeit scheint auf lymphoide Z e l l e n b e s c h r ä n k t 
zu s e i n . Die im Tierexperiment an M ä u s e n durch Vergleich des Ova-
li c i n e i n f l u ß auf die Mitoserate Antigen-stimulierter M i l z z e l l e n 
und Darmepithelzellen gefundene se l e k t i v e U n t e r d r ü c k u n g von Immu-
nozyten (Lazary und S t ä h e l i n , 1968), konnte auch i n Z e l l k u l t u r 
beobachtet werden. Der Thymidineinbau der nicht lymphoiden Z e l l -
l i n i e n 3T6 (Maus) und HeLa (Mensch) i s t n ä m l i c h g e g e n ü b e r O v a l i -
c i n weitaus r e s i s t e n t e r und wird nur langsam b e e i n f l u ß t (Tab. 2 0 ) . 
Besonders a u g e n f ä l l i g wird der Unterschied, wenn man den A b f a l l 
der D N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t nach Einsetzen der Ovalicinwirkung ver-
g l e i c h t ( F i g . 21; Tab. 2 2 ) . Er e r f o l g t bei S49 . 1-Zellen etwa 10 
mal rascher a l s bei 3T6-Zellen (Tab. 2 2 ) . A l l e r d i n g s werden die-
se nicht lymphoiden Z e l l i n i e n bei g l e i c h niedrigen Toxinkonzen-
trationen gehemmt. Daraus kann man s c h l i e ß e n , daß i n den unter-
suchten Z e l l a r t e n (Ausnahme: Myelomzellen?) der gleiche Rezep-
t o r * ^ e x i s t i e r t , an den O v a l i c i n mit a u ß e r g e w ö h n l i c h hoher Af-
finität bindet. Diese starke Wechselwirkung i s t sonst nur noch 
von Hormon/Hormonrezeptor-Komplexen bekannt ( s . z.B. Clark und 
Peck, 1978). Der Besitz des Rezeptors scheint jedoch für eine 
s i c h rasch a u s p r ä g e n d e Hemmung der Z e l l e nicht auszureichen. 
Zusammenfassend ergibt s i c h folgende Reihenfolge der Wirkge-
Der B e g r i f f » R e z e p t o r
1
 wird hier i n seiner allgemeinsten Be-
deutung gebraucht. 
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schwindigkeit von O v a l i c i n auf die Zellvermehrung (gemessen am 
Thymidineinbau): 
M ä u s e m i l z z e l l e n > S49.1-Lymphomzellen > 3 T 6 , HeLa-Zellen 
I s t es nun m ö g l i c h , daß O v a l i c i n nicht nur zwischen lymphoiden 
und nicht-lymphoiden Ze l l e n unterscheidet , sondern auch Subpo-
pulationen von Lymphozyten unt e r s c h i e d l i c h stark hemmt? Diese 
aufgrund der nicht v o l l s t ä n d i g hemmbaren DNA-Synthese bereits von 
E . Weiner(1976) aufgeworfene Frage wurde von mir genauer unter-
sucht. Zuerst wurde s i c h e r g e s t e l l t , daß die DNA-Restsynthese, die 
man der Replikation nicht gehemmter Subpopulationen zuschreiben 
k ö n n t e , kein M e ß a r t e f a k t aufgrund unzureichender Pulsbedingungen 
d a r s t e l l t ( F i g . 1 0 ) . Durch autoradiographische Untersuchungen 
konnte eine gleichförmige Hemmung der DNA-Synthese a l l e r Lympho-
zyten ausgeschlossen werden. Einzelne Z e l l e n oder Zellgruppen 
scheinen dem E i n f l u ß von O v a l i c i n v ö l l i g oder zumindest weitge-
hend entkommen zu k ö n n e n . 
Welche Subpopulation(en) kommen a l s Z i e l z e l l e n i n Betracht? Am 
einfachsten lassen s i c h Lymphozyten aufgrund, f u n k t i o n e l l e r K r i -
t e r i e n i n B- und T-Zellen u n t e r t e i l e n ( v g l . dazu Kap. A3)« Da 
i n der L i t e r a t u r bereits Hemmstoffe beschrieben s i n d , die selek-
t i v die P r o l i f e r a t i o n von Z e l l e n der T-Reihe u n t e r d r ü c k e n , l a g 
es nahe, eine ähnliche Arbeitshypothese für die d i f f e r e n z i e l l e 
Wirksamkeit von O v a l i c i n a u f z u s t e l l e n . So wirkt beispielsweise 
Desoxyadenosin bevorzugt auf T-Lymphozyten bzw. auf T - Z e l l i n i e n 
(Carson et a l . , 1 9 7 8 ) . Wegen der i n diesen Zellen besonders ho-
hen N u k l e o s i d k i n a s e a k t i v i t ä t e n , wird wahrscheinlich dATP - be-
sonders bei g l e i c h z e i t i g e r Deaminaseheramung - zu toxischen Mengen 
an g e h ä u f t (Carson et a l . , 1 9 7 7)• Bereits s e i t langem i s t die be-
sondere Empfindlichkeit von Thymozyten geg e n ü b e r Hydrocortison be-
kannt ( v g l . Kap. A3c). Erst i n jüngster Z e i t dagegen wurde von 
Cyclosporin A, einem immunsuppressiven Peptidmetaboliten aus T r i -
choderma polysporum b e r i c h t e t , das bevorzugt T-Lymphozyten aus 
M ä u s e n hemmt (Borel und Wiesinger, 1976; Borel et a l . , 1977)• 
Diese Befunde lassen darauf s c h l i e ß e n , daß p r i n z i p i e l l biochemi-
sche Unterschiede zwischen Lymphozytensubpopulationen e x i s t i e r e n 
m ü s s e n . T a t s ä c h l i c h ergaben die Untersuchungen an Lymphom- (T-
Tab. 20 Wirkungsgeschwindikeit von O v a l i c i n auf die DNA-Synthese verschiedener Zelltypen 
Z e l l t y p 
Einwirkungsdauer für 
30 % Hemmung des Thy-
midineinbaus durch 
O v a l i c i n (h) 
Beleg 
Zellzyklusdauer 
ohne O v a l i c i n 
00 
Beleg 
M ä u s e m i l z z e l l e n 
12 - 2 4 1 } 
( 6 - 1 2 ) 2 ) 
F i g . 19 
F i g . 18 
12 - 1 3 3 ) 
8 - 2 2 ^ 
T 8 5 ) 
Gerhart et a l . , 1976 
Lohrmann et a l . , 1974 
Andersson et a l . , 1978 
S49.1-Zellen 30 - 34 F i g . 21 16 F i g . 2 2 , 26 
HeLa > 48 F i g . 7b 13 F i g . 7a 
3 T6 > 60 F i g . 7b 12 F i g . 7a 
1) A b h ä n g i g , v o m M e ß z e i t p u n k t 
2) Für halbmaximale Hemmung (Plateauwert = 100 %) 
3) Con A st i m u l i e r t e Thymozyten (Maus) 
4) P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - o d e r a l l o g e n - s t i m u l i e r t e Blutlymphozyten (Mensch, Hund, Ratte) 
3) Lipopolysaccharid-stimulierte M i l z z e l l e n (Maus) 
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Z e l l t y p ) und Myelomzellinien (B-Zelltyp) a u s g e p r ä g t e Unterschie-
de i n der Wirksamkeit von O v a l i c i n g e g e n ü b e r Z e l l e n von unter-
schiedlichem Subklassentypus. Die Zellvermehrung von S49»1-Lym-
phomzellen wird bedeutend e f f e k t i v e r gehemmt, a l s die von C1.18-
und RPC 5 .4-Myelomzellen. A l l e r d i n g s haben die getesteten Myelom-
l i n i e n eine längere Zellzyklusdauer, was i n die Berechnung der 
Hemmgeschwindigkeit miteingeht. Ein kurzer Z e l l z y k l u s i s t jedoch 
keine ausreichende Voraussetzung für rasche Hemmbarkeit durch 
O v a l i c i n , da z.B. der Thymidineinbau i n 3T6-Zellen t r o t z einer 
Verdopplungsdauer von nur 12 Stunden langsamer gehemmt wird a l s 
i n S49» 1-Zellen, die s i c h a l l e 16 Stunden t e i l e n (Tab. 2 0 ) . 
Versuche von E. Weiner (1976) machen eine se l e k t i v e Hemmung auf 
dem klassischen T/B-Zellniveau wenig wahrscheinlich. Sie beobach-
tete u n a b h ä n g i g vom Organursprung der Lymphozyten ( M i l z , Thymus, 
Lymphknoten, Hydrocortison-atrophierter Thymus) und Art des Mi-
togens (Con A, Lipopolysaccharid, »Poke weed mitogen
1
, P h y t o h ä m -
agglutinin) a n g e n ä h e r t die gleiche DNA-Restsynthese, obwohl s i c h 
i n jedem F a l l die a k t i v i e r t e n Lymphozyten aus anderen Subklassen 
zusammensetzten ( v g l . Andersson et a l . , 1972c; Janossy und Greaves, 
1971, Stobo, 1972). Eine Ausnahme bilden M i l z z e l l e n aus »nackten 
Mäusen» (nu/nu athymisch), die nach Lipopolysaccharid-Stimulati-
on kaum durch O v a l i c i n b e e i n f l u ß t werden. M i l z z e l l e n dieses Ur-
sprungs enthalten einen g r o ß e n A n t e i l B l a s t z e l l e n (Weiner, 1976; 
Moerman, 1977), die i n i h r e r geringen Empfindlichkeit g e g e n ü b e r 
O v a l i c i n wahrscheinlich den s t ä r k e r d i f f e r e n z i e r t e n Zellen der 
2. Generation entsprechen ( v g l . Ovalicinpulsversuche Kap. B1). 
Die Resistenz der hypothetischen Subpopulation i s t nicht a b s o l u t . 
Nach l ä n g e r e r Einwirkung (nach 48 - 60 Stunden) von O v a l i c i n 
wird der-nicht hemmbare Thymidineinbau immer k l e i n e r ( F i g . 3 6 ) . 
Dies kann bedeuten, daß die resistenten Z e l l e n nur sehr langsam 
gehemmt werden oder s i e der Wirkung des Toxins w ä h r e n d des 1• 
Z e l l z y k l u s entgehen k ö n n e n . Die letztgenannte M ö g l i c h k e i t , die 
z.B. beim Auflaufen von S49.1-Lymphomzellen auf einen durch Di-
butyryl-cAMP erzeugten G
1
-Block beobachtet wird (Coffino et a l . , 
1975), k ö n n t e a l l e Zellpopulationen i n gleichem Maße b e t r e f f e n . 
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B. Z e l l z y k l u s und Ovalicinwirkung 
Um dieses Problem anzugehen, wurde mit H i l f e von S49« 1-Zellen die 
Hemmcharakteristik von O v a l i c i n genauer u n t e r s u c h t « A u f f a l l e n d 
i s t das langsame Auftreten der Hemmung, u n a b h ä n g i g davon, ob man 
Z e l l z a h l oder Thymidineinbau a l s M e ß p a r a m e t e r für Z e l l p r o l i f e r a -
t i o n wählt ( F i g . 21, 2 2 ) . Dies scheint für a l l e Z e l l a r t e n zuzu-
t r e f f e n , denn bei keiner der untersuchten Z e l l a r t e n i s t e i n E i n -
fluß auf die P r o l i f e r a t i o n kurz nach Toxinzugabe f e s t s t e l l b a r 
(Tab. 20, 21, 2 2 ) . Wahrscheinlich i s t weder eine Diffusionsbehin-
derung noch eine n ö t i g e Metabolisierung des Hemmstoffs zum a k t i -
ven Toxin Ursache für diese H e m m v e r z ö g e r u n g ( F i g . 23> 24)» A l l e r -
dings kann nicht ausgeschlossen werden, daß O v a l i c i n nach metabo-
l i s c h e r Aktivierung praktisch i r r e v e r s i b e l an Ze l l b e s t a n d t e i l e 
bindet und so nicht a l s rascher wirksamer Toxinmetabolit nachzu-
weisen i s t . Für die weiteren Ü b e r l e g u n g e n wurde jedoch aufgrund 
der experimentellen Hinweise ein rascher Z u t r i t t des aktiven Hemm-
st o f f s an den Wirkort vorausgesetzt. 
Kann man nun aufgrund der Hemmkinetik den Zeitpunkt der Toxinwir-
kung w ä h r e n d des Z e l l z y k l u s oder den Wirkort eingrenzen? Dazu 
muß man s i c h zuerst klarmachen, daß jeder Hemmstoff mit den oben 
genannten Voraussetzungen rasch wirkt, wenn man nur die entspre-
chende Z i e l r e a k t i o n m i ß t . Bestimmt man dagegen die Z e l l p r o l i f e r a -
t i o n anhand des Thymidineinbaus oder der Z e l l z a h l , so kann man 
p r i n z i p i e l l zwischen zwei Gruppen von Hemmstoffen unterscheiden: 
i ) Hemmstoffe, die sofort auf die oben genannten M e ß p a r a m e t e r 
wirken 
i i ) Hemmstoffe, die erst nach einer V e r z ö g e r u n g s p h a s e einen oder 
beide M e ß p a r a m e t e r beeinflussen 
Abgesehen von Toxinen, die DNA-Synthese oder Mitose direkt verhin-
dern, z ä h l e n Hemmstoffe zu dieser Gruppe, die eng mit den M e ß P a -
rametern gekoppelte Reaktionen hemmen oder i n e s s e n t i e l l e Funk-
tionen der Z e l l e e i n g r e i f e n , die große Bereiche des Stoffwechsels 
lahmlegen. Als B e i s p i e l seien Hemmstoffe der Proteinbiosynthese 
a u f g e f ü h r t , die rasch eine Hemmung der DNA-Synthese nach s i c h 
ziehen (Ubersicht s. R i c h t e r , 1977)» In Sk9»1-Lymphomzellen be-
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wirken Cycloheximid oder hohe Dosen Actinomycin D durch Ausschal-
tung von Protein- bzw. RNA-Synthese einen raschen A b f a l l der DNA-
Synthese innerhalb zweier Stunden ( U n v e r ö f f e n t l i e h e Versuche z i -
t i e r t i n H a r r i s , 1970). 
Aufgrund der charakteristischen Eigenschaft von O v a l i c i n erst 
nach einer langen V e r z ö g e r u n g s p h a s e auf DNA-Synthese ( c a . 22 Stun-
den) und Zellvermehrung ( c a . 20 Stunden) zu wirken (Tab. 21, 2 2 ) , 
m u ß man O v a l i c i n zur zweiten Gruppe der Hemmstoffe z ä h l e n . 
Zur zweiten Gruppe g e h ö r e n z.B. z e l l z y k l u s s p e z i f i s c h wirkende 
Hemmstoffe, die Z e l l e n an einer bestimmten S t e l l e des Z e l l z y k l u s 
anhalten. Dies hat zur Folge, daß diese Toxine e r s t nach einer 
charakteristischen V e r z ö g e r u n g s p h a s e - a b h ä n g i g vom z e i t l i c h e n 
Abstand des Blocks vom Beginn der M e ß r e a k t i o n im Z e l l z y k l u s -
ih r e Wirkung e n t f a l t e n . Ist der Block weitgehend v o l l s t ä n d i g , so 
s o l l t e n praktisch a l l e Z e l l e n innerhalb der Dauer eines Z e l l z y k -
lus a r r e t i e r t und P r o l i f e r a t i o n der Z e l l e n zum S t i l l s t a n d gekom-
men s e i n . 
Dibutyryl-cAMP z.B. hält S 4 9 « 1 - L y m p h o m z e l l e n i n der frühen G
1
-Pha-
se des Z e l l z y k l u s an (Coffino et a l . , 1975)• Nach einer V e r z ö g e -
rungsdauer von 3 Stunden, die u n g e f ä h r der G
1
- P h a s e n l ä n g e ent-
spr i c h t (laut L i t e r a t u r 2 Stunden; Coffino et a l . , 1975)» nimmt 
die Hemmung der DNA-Synthese exponentiell mit einer Verdopplungs-
dauer von rund 4 .5 Stunden zu (Tab. 22, F i g . 21) , sodaß nach Ab-
l a u f eines Z e l l z y k l u s (16 h) die DNA-Syntheserate nur noch we-
nige Prozent derKontrolle b e t r ä g t ( F i g . 2 1 ) . Dabei k ö n n e n s i c h 
die Zellen noch einmal t e i l e n (Coffino et a l . , 1975; F i g . 2 2 ) . 
Zellvermehrung hört also auf, nachdem noch ein Z e l l z y k l u s von den 
Ze l l e n durchlaufen i s t (Tab. 2 1 ) . 
Die Hemmkinetik Ov a l i c i n s weicht von diesem Schema deu t l i c h ab. 
Wäh r e n d nach einer ä h n l i c h langen V e r z ö g e r u n g wie bei D i b u t y r y l -
cAMP, Hemmung der Zellvermehrung einsetzt ( c a . 20 Stunden; Tab. 
21) , wird die DNA-Synthese erst nach 22 Stunden gehemmt (Tab. 2 2 ) . 
O v a l i c i n beginnt o f f e n s i c h t l i c h nach einer Latenzperiode von 20 -
22 Stunden DNA-Synthese und Z e l l t e i l u n g g l e i c h z e i t i g zu b e e i n f l u s -
sen. Im Unterschied zur Wirkung von Dibutyryl-cAMP nimmt die Hem-
Tab. 21 V e r z ö g e r u n g s p h a s e und Inaktivierungsgeschwindigkeit der Zellvermehrung bei Einwirkung ver-
schiedener Hemmstoffe auf S 4 9 . 1 - » 3T3-» SV3T3- und L-Zellen 
Durch halblogarithmische Auftragung der Z e l l z a h l von Kulturen mit Hemmstoff (Kontrollen entsprechen 
jeweils 100 %) gegen die Inkubationsdauer erhält man Geraden, die auf 100 % e x t r a p o l i e r t , die Ver-
z ö g e r u n g s p h a s e ergeben und aus deren Anstieg man die V e r d o p p l ü n g s d a u e r der Hemmung ablesen kann. 
Z e l l t y p Hemmstoff 
Plemmung der Z 
Dauer der V e r z ö -
gerungsphase (h) 
e l l p r o l i f e r a t i o n 
Verdopplungsdau-
er der Hemmung (h) 




S49.1 O v a l i c i n 20 26 16 F i g . 21 , 26 
S49.1 Dibutyryl-
cAMP 
23 20 20 Coffino et a l . (1975) aus F i g . 1 entnommen 
3T3 MGBG
+
 ^  14 21 15 Rupniak und Paul (1978a) 
aus F i g . 5 entnommen 
SV3T3 MGBG
+) 
14.5 18 14.5 
Rupniak und Paul (1978a) 
aus F i g . 5 entnommen 
L-Zellen Actinomycin D 12.5 16.5 18 Perry und Kelley (1968) 
aus F i g . 3 entnommen 
+) Methylglyoxal-bis-(guanylhydrazon) 
Es gibt 3 Fälle bei Zellverraehrungshemmung: 
1. Die absolute Z e l l z a h l nimmt t r o t z Hemmung zu (Verdopplungsdauer der Hemmung > Zellzylusdauer) 
2. Die Z e l l z a h l b l e i b t nach der V e r z ö g e r u n g s p h a s e konstant (Verdopplungsdauer der Hemmung = Zellzyklusdauer) 
3 . Die Z e l l z a h l nimmt nach V e r z ö g e r u n g s p h a s e ab (Verdopplungsdauer der Hemmung < Zellzyklusdauer) 
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Tab. 22 V e r z ö g e r u n g s p h a s e und Inaktivierungsgeschwindigkeit bei 
Hemmung der DNA-Synthese von S49 . 1 - und 3T6-Zellen durch 
O v a l i c i n und Dibutyryl-cAMP 
Zum besseren Vergleich wurde der Logarithmus der R e s t a k t i v i t ä t e n 
- erhalten durch Bildung des Quotienten (gehemmte Proben^/un-
gehemmte Probe-t_
x
) - gegen die Einwirkungsdauer des Hemmstoffs 
aufgetragen (Werte aus F i g . 21) . 
Die Werte wurden rechnerisch ü b e r die Methode der kleinsten Qua-
drate (Regressionsgerade) bestimmt. 
Z e l l t y p Hemmstoff 
Hemmung des 




er der Hemmung (h) 




c h r o n i s i e r t ) 




3T6 O v a l i c i n 0.3 120 
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mung der D N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t von S 4 9 « 1 - Z e l l e n i n Gegenwart von 
O v a l i c i n mit einer Verdopplungsdauer von 9 - 1 2 Stunden nur lang-
sam zu (Tab. 22). Deshalb wird zu einer weitgehenden U n t e r d r ü c k u n g 
der DNA-Synthese die Dauer von 2 - 3 Z e l l z y k l e n b e n ö t i g t . In die -
ser Z e i t k ö n n e n s i c h die Z e l l e n noch 1 - 3 mal t e i l e n (ohne B e l e g ) . 
Selbst wenn man eine u n v o l l s t ä n d i g e Blockade der Zellvermehrung 
durch O v a l i c i n annimmt, widersprechen diese Beobachtungen einer 
z e l l z y k l u s s p e z i f i s c h e n Arretierung der Z e l l e n durch O v a l i c i n . 
Gibt es noch eine andere M ö g l i c h k e i t , diese langen V e r z ö g e r u n g s -
phasen bei A u s p r ä g u n g der Ovalicinwirkung zu in t e r p r e t i e r e n ? 
O v a l i c i n zeigt große Ä h n l i c h k e i t zu Methylglyoxal-bis-(guanylhy-
drazon), einem Hemmstoff der Polyaminbiosynthese (Williams-Ashman 
und Schenone, 1972), i n seiner Wirkung auf Lymphozyten ( v g l . Kap. 
C4) und permanente Z e l l i n i e n . In Gegenwart von Methylglyoxal-bis-
(guanylhydrazon) k ö n n e n s i c h 3T3-Zellen ( M ä u s e f i b r o b l a s t e n l i n i e ) 
oder SV3T3-Zellen (SV40-Virus transformierte 3T3-Zellen) noch 
mindestens 2 mal t e i l e n (Rupniak und Paul, 1978a). Die Vermehrungs-
hemmung beginnt auch h i e r erst nach Ablauf eines Z e l l z y k l u s (Tab. 
21). Die DNA-Synthese von Serum-stimulierten Rattenembryofibro-
blasten wird durch Methylglyoxal-bis-(guanylhydrazon) w ä h r e n d des 
ersten Z e l l z y k l u s nach Toxinzugabe nicht b e e i n f l u ß t (Rupniak und 
Paul, 1978a, b ) . Nach Rupniak und Paul reichen die i n t r a z e l l u l ä -
ren P o l y a m i n v o r r ä t e aus, die Ze l l e n mindestens noch 1 Z e l l z y k l u s , 
t r o t z A u s f a l l der Polyamlnsynthese, mit normaler Geschwindigkeit 
durchlaufen zu lassen (Rupniak und Paul, 1978a). 
In Analogie zu den oben genannten Ergebnissen i s t es m ö g l i c h , daß 
O v a l i c i n die Synthese einer Zellkomponente hemmt, von der die 
Ze l l e einen gewissen Vorrat b e s i t z t . Wird eine k r i t i s c h e Konzen-
t r a t i o n dieser Komponente u n t e r s c h r i t t e n , t r i t t Hemmung verschie-
dener Zellfunktionen e i n . Da einzelne Zelltypen u n t e r s c h i e d l i c h 
rasch gehemmt werden, müßte man einen unterschiedlichen Gehalt 
an der Zellkomponente i n den Ze l l e n p o s t u l i e r e n . 
Welche Komponente kommt i n Betracht? 
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C. Eingrenzung des Wirkorts 
Gibt man O v a l i c i n g l e i c h z e i t i g mit Con A zu M ä u s e m i l z z e l l e n , so 
findet man von den untersuchten M e ß p a r a m e t e r n den Uridineinbau 
am frü h e s t e n gehemmt ( F i g . 3 8 ) . Maximale Reduktion i s t wahrschein-
l i c h b e r e i t s nach 12 s t ü n d i g e r Einwirkung e r r e i c h t ( F i g . 38b) . 
Bevorzugt wird dabei die Synthese ribosomaler RNA - eines wich-
tigen Bestandteils der Ribosomen - gehemmt ( F i g . 42 , 4 3 ) . Ver-
hindert also O v a l i c i n die Neusynthese von Ribosomen? Sind die 
üb r i g e n durch O v a l i c i n a u s g e l ö s t e n Effekte Auswirkungen dieser 
Hemmung? Eine Antwort s o l l t e man beim Vergleich der Wirkungen 
Ova l i c i n s und eines Hemmstoffs der rRNA-Synthese erhalten: 
Wirkung auf die RNA-Synthese 
Actinomycin D: Niedrige Dosen Actinomycin D i n h i b i e r e n i n ver-
schiedenen Systemen bevorzugt die Synthese ribosomaler RNA (Kay 
et a l . , 1969; Clark et a l . , 1967; Perry und K e l l e y , 1968). In 
Ph y t o h ä m a g g l u t i n i n - s t i m u l i e r t e n menschlichen Blulymphozyten wird 
die Synthese von 18 S und 28 S rRNA nach 22 s t ü n d i g e r Actinomycin 
D Einwirkung (0.03 ug/ml mit dem Mitogen zugesetzt) v o l l s t ä n d i g 
ausgeschaltet. Die Synthese von hnRNA und RNA, die im Bereich von 
4 S sedimentiert, wird dagegen nicht verhindert (Kay et a l . , 
1969)» Die Bildung von 5S RNA, einer weiteren RNA - Komponente des 
eukariotischen Ribosoms (Galibert et a l . , 1967) i s t t r o t z v ö l l i -
ger Hemmung von 18 S und 28 S rRNA durch Actinomycin D i n L-Zel-
len ( i n Suspensionskultur gehaltene M ä u s e f i b r o b l a s t e n ) m ö g l i c h 
(Perry und K e l l e y , 1968). 
O v a l i c i n : Die Synthese einzelner RNA-Spezies wird durch O v a l i c i n 
wahrscheinlich mit der gleichen S e l e k t i v i t ä t wie durch Actinomy-
c i n D gehemmt. Am st ä r k s t e n i s t die Synthese von 18 S und 28 S 
rRNA reduziert ( F i g . 42, 43; Tab. 17). A l l e r d i n g s i s t die Hemmung 
mit maximal 50 % bei weitem nicht v o l l s t ä n d i g . Geht man jedoch 
davon aus, daß nur rund 60 % der Zellen einer Hemmung zu g ä n g l i c h 
sind ( v g l . T e i l A der Diskussion), so berechnet s i c h die Redukti-
on der Synthese auf ü b e r 80 %. Die Biosynthese von tRNA (4 S RNA) 
und hochmolekularer RNA wird am wenigsten gehemmt. Es i s t unklar 
ob die Synthese von 5 S RNA durch O v a l i c i n gehemmt wird. Die Syn-
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thesehemmung der RNA des 5 S Bereichs nimmt eine M i t t e l s t e l l u n g 
ein» Dies könnte man dadurch e r k l ä r e n , daß dieser RNA-Gipfel ein 
Gemisch aus5 S und 5*8 S rRNA d a r s t e l l t , wobei nur die Synthese 
einer der beiden Spezies verhindert ist« % 8 S rRNA s o l l t e ä h n -
l i c h s t a r k wie die Synthese der g r o ß e n rRNA-Spezies gehemmt wer-
den, da sie gemeinsam mit der 5*8 S rRNA a l s 45 S R N A - V o r l ä u f e r 
im Nukleolus gebildet werden (Pene et a l . , 1968). 
Wirkung auf die Proteinsynthese 
Actinomycin D: Obwohl b e r e i t s kurz nach P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - Z u g a -
be die Synthese ribosomaler RNA i n menschlichen Blutlymphozyten 
bevorzugt s t i m u l i e r t wird (Cooper, 1972), b e s t r e i t e n die s i c h zu 
B l a s t z e l l e n v e r g r ö ß e r n d e n Lymphozyten die Zunahme i h r e r Protein-
s y n t h e s e a k t i v i t ä t 1 2 - 1 6 Stunden (= frühe Proteinsynthese) nach 
Mitogenkontakt h a u p t s ä c h l i c h durch Aktivierung b e r e i t s im ruhen-
den Lymphozyten vorhandener, i n a k t i v e r Ribosomen (Cooper und Bra-
verman, 1977a) und durch E r h ö h u n g der Proteinsyntheserate pro ak-
tivem Ribosom (Kay et a l . , 1971). T a t s ä c h l i c h findet diese A k t i -
vierung der Proteinsynthese auch i n Abwesenheit von rRNA-Synthe-
se s t a t t . Actinomycin D hemmt i n einer Konzentration .von 0.025 ug pro 
ml, die die rRNA-Synthese praktisch v o l l s t ä n d i g u n t e r d r ü c k t , die 
Proteinsynthese i n menschlichen Blutlymphozyten 18 Stunden nach 
Mitogen und Toxinzugabe, gemessen am ^c] Phenylalanineinbau i n 
säure f ä l l b a r e s Z e l l y s a t , nur zu rund 15 % (Kay und Lindsay, 1973; 
v g l . dazu auch Kay et a l . , 1969; Kay und Cooke, 1971). Ebenso er-
folgt die Aktivierung f r e i e r Ribosomen, gemessen an der Bildung 
von Polysomen, i n Gegenwart von 0.05 ug/ml Actinomycin D (Cooper 
und Braverman, 1977a). Da v o l l a k t i v i e r t e Lymphozyten im M i t t e l 
einen 3 - 4 mal h ö h e r e n RNA-Gehalt a l s ruhende Lymphozyten haben 
(Sören und B i e b e r f e l d , 1973; Peters und Hausen, 1971) und rRNA 
80 - 85 % der Gesamt-RNA ausmacht (Sören und B i e b e r f e l d , 1973; 
Cooper, 1972), i s t eine erhebliche Neusynthese ribosomaler RNA 
beim Ubergang vom kleinen Lymphozyten zur ausgereiften B l a s t z e l -
le n ö t i g . Verhindert man die Neusynthese von Ribosomen i n mensch-
lichen Blutlymphozyten durch Actinomycin D (0.05 ug/ml), so f i n -
det man 2 Tage nach Stimulation keine weitere Steigerung der Pro-
t e i n s y n t h e s e a k t i v i t ä t im Vergleich zum A m i n o s ä u r e e i n b a u nach einem 
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Tag« K o n t r o l l z e l l e n verdoppeln dagegen ihre Proteinsyntheserate 
im gleichen Zeitraum (Kay et a l . , 1969). O f f e n s i c h t l i c h wird die 
Zunahme der Proteinsynthese nach A b s c h l u ß der Stimulierung inak-
t i v e r Ribosomen durch Ribosomenneusynthese e r m ö g l i c h t . 
O v a l i c i n : O v a l i c i n , das wie Actinomycin D die T r a n s l a t i o n nicht 
direkt b e e i n f l u ß t (Tab. 10, 11; Cooper und Braverraan, 1977b), 
hemmt die frühe Proteinsynthese i n Con A sti m u l i e r t e n M ä u s e m i l z -
z e l l e n 12 Stunden nach Con A-Zugabe mit einer Reduktion um 20 -
25 % nur wenig ( F i g . 28, 29; Tab. 9 ) . Eine erste Wirkung von Ova-
l i c i n auf die Proteinsynthese zeigt s i c h 8 - 1 0 Stunden nach Mi-
togen- und Toxinzugabe und i s t damit s i g n i f i k a n t später a l s die 
erste Hemmung des Uridineinbaus f e s t s t e l l b a r ( F i g . 28, v g l . F i g . 
3 8 ) . Es i s t im Hin b l i c k auf die oben genanhte Theorie verständ-
l i c h , daß durch V e r l ä n g e r u n g der Einwirkungsdauer des Toxins i n 
die Vorinkubationsphase der Lymphozyten hinein die Hemmung der 
frühen Proteinsynthese praktisch nicht e r h ö h t wird (Tab. 13), da 
ja für die zwischen der 8. und 1if» Stunde nach Stimulation gemes-
sene Proteinsynthese keine Ribosomenneusynthese n ö t i g i s t
+
\ In 
einem Zeitraum, i n dem die Aktivierung der be r e i t s i n der Ruhe-
z e l l e vorhandenen Ribosomen weitgehend abgeschlossen i s t (12 -
16 Stunden nach P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - S t i m u l a t i o n von menschlichen 
Blutlymphozyten), die Proteinsyntheserate jedoch weiter ansteigt 
( F i g . 28), s o l l t e O v a l i c i n v e r s t ä r k t auf die Proteinsynthese w i r -
ken, wenn es die Neusynthese von Ribosomen verhindert. Bis zur 1;2. 
Stunde nach Con A-Zugabe i s t die Proteinsynthese - gemessen zwi-
schen der 30. und 36. Stunde - besonders empfindlich g e g e n ü b e r 
O v a l i c i n . Danach fällt die Wirksamkeit von O v a l i c i n rasch ab 
( F i g . 3 1 ) . Das gleiche Ergebnis erbrachten Versuche ohne Beleg, 
die i n K a p i t e l C3c a u f g e f ü h r t wurden, i n denen eine besondere 
Empfindlichkeit der Proteinsynthese zwischen der 16. und 20. Stuin-
Wahrscheinlich laufen diese V o r g ä n g e i n Con A-stirsulierten Mäiuse 
m i l z z e l l e n etwas früher ab a l s i n Ph y t o h ä m a g g l u t i n i n - a k t i v i e r - t e n 
menschlichen Blutlymphozyten, da Beginn und Maximum des Thymicdin-
einbaus bei P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - s t i m u l i e r t e n peripheren Lympho»-
zyten d e u t l i c h s p ä t e r , a l s i n Con A-stimulierten H ä u s e z e l l e n be-
obachtbar sind ( v g l . Loeb et a l . , 1970). 
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de erkennbar war. In Gegenwart von O v a l i c i n findet jedoch anschlie-
ßend - anders a l s mit Actinomycin D - immer noch eine, a l l e r d i n g s 
g e g e n ü b e r der Kontrolle ohne O v a l i c i n verringerte Steigerung der 
Proteinsynthese s t a t t ( F i g . 28). Das mag, wie auch im F a l l der 
RNA-Synthese, auf die Anwesenheit ungehemmter Populationen von 
M i l z z e l l e n z u r ü c k z u f ü h r e n s e i n . Die e r h ö h t e Hemmung der Protein-
synthese (42 Stunden nach Con A-Zugabe) k o r r e l i e r t gut mit dem 
verringerten Ribosomengehalt Ovalicin-gehemmter Z e l l e n (Tab. 12). 
Proteinsynthese scheint unabdingbare Voraussetzung für die Trans-
formation des kleinen Lymphozyten zur g r o ß e n B l a s t z e l l e zu s e i n 
( F i g . 3 3 9 34, 3 6 ) . Da b e r e i t s 2 k Stunden nach Con A-Zugabe zu 
M ä u s e m i l z z e l l e n ein g r o ß e r T e i l der Z e l l e n zu B l a s t z e l l e n d i f f e -
r e n z i e r t i s t ( F i g . 33» 3 k ) 9 s o l l t e man erwarten, daß Actinomycin D, 
das die Aktivierung früher Proteinsynthese nicht verhindert ( s . o . ) , 
keinen oder nur geringen E i n f l u ß auf die Bildung von B l a s t z e l l e n 
hat. Kay, Loeb und M i t a r b e i t e r finden t a t s ä c h l i c h i n Gegenwart 
von niedrigen Dosen Actinomycin D die c h a r a k t e r i s t i s c h e Trans-
formation von P h y t o h ä m a g g l u t i n i n - a k t i v i e r t e n menschlichen Blutlym-
phozyten zu B l a s t z e l l e n (Kay et a l . , 1969; Loeb et a l . , 1970). 
Ä h n l i c h e s beobachtet man bei O v a l i c i n . Die Bildung g r o ß e r Z e l l e n 
nach Con A-Stimulation von M ä u s e l y m p h o z y t e n i s t i n Gegenwart von 
O v a l i c i n , zumindest bis 48 Stunden nach Toxinzugabe, nur um 15 -
25 % reduziert ( F i g . 3 6 ) . 
Wirkung auf die DNA-Synthese 
Actinomycin D: Niedrige Dosen Actinomycin D verhindern die durch 
P h y t o h ä m a g g l u t i n i n induzierte DNA-Synthese i n menschlichen Blut-
lymphozyten rund 30 Stunden nach Stimulation v o l l s t ä n d i g (Kay et 
a l . , 1969; Loeb et a l . , 1970). Die ersten Stunden scheinen für 
die U n t e r d r ü c k u n g der DNA-Synthese nicht wichtig zu s e i n , da Ac-
tinomycin D - erst 6 Stunden nach Mitogengabe zugesetzt - g l e i c h 
wirksam i s t (Kay et a l . , 1969; Agarwal und Loeb, 1972). Setzt man 
den Hemmstoff nach dem Mitogen zunehmend s p ä t e r zu, kann die In-
duktion der DNA-Synthese immer weniger verhindert werden (Agar-
wal und Loeb, 1972; Kay et a l . , 1969). Auf die laufende DNA-Syn-
these s c h l i e ß l i c h hat Actinomycin D keine Wirkung. Für R e p l i k a t i -
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on i s t daher g l e i c h z e i t i g e rRNA-Synthese nicht e r f o r d e r l i c h . 
Ursache der DNA-Synthesehemmung bei f r ü h z e i t i g e r Actinomycin D 
Zugabe k ö n n t e der beobachtete vö l l i g e A u s f a l l der Synthese von 
DNA-Polymerase s e i n , die i n ungehemmten Lymphozyten 2 - 3 Stun-
den vor Beginn des Thymidineinbaus e i n s e t z t . Wahrscheinlich muß 
eine g e n ü g e n d große Menge Ribosomen akkumulieren, um die Expres-
sion von DNA-Polymerase und weiterer Komponenten des DNA-Synthe-
seapparats zu e r m ö g l i c h e n (Agarwal und Loeb, 1972). 
O v a l i c i n : O v a l i c i n zeigt die gleiche Wirksamkeit wie Actinomy-
c i n D (Agarwal und Loeb, 1972) auf die DNA-Synthese Con A-stimu-
l i e r t e r M ä u s e m i l z z e l l e n i n A b h ä n g i g k e i t vom ZugabeZeitpunkt und 
wirkt nicht rasch, wenn es wä h r e n d laufender Replikation zuge-
setzt wird ( F i g . 18). Dies wird durch das U n v e r m ö g e n Ovalicins 
b e s t ä t i g t , i n einem z e l l f r e i e n System die Polymerisation von Des-
oxyribonukleosidtriphosphaten zu verhindern (Tab. 8 ) . Der im 
z e l l f r e i e n System gefundene Defekt im DNA-Polymerisationsapparat 
von Kernen Ovalicin-gehemmter Zellen k ö n n t e , nach dem oben Ge-
sagten, durch das Fehlen von DNA-Polymerase bedingt s e i n . 
Im folgenden wird eine Hypothese entworfen, die die verschiedenen 
Effekte von O v a l i c i n miteinander v e r k n ü p f t : 
O v a l i c i n hemmt s e l e k t i v die Synthese ribosomaler RNA. Dadurch 
wird aus Mangel an Vorstufen die Bildung von Ribosomen verhindert. 
Dies wirkt s i c h jedoch erst r e l a t i v spät nach Mitogenkontakt auf 
Lymphozyten aus, da für die a n f ä n g l i c h e Proteinsynthese die A k t i -
vierung vorhandener Ribosomen ausreicht (Cooper und Braverman, 
1977a). Dies e r m ö g l i c h t sogar die Transformation des kleinen Ru-
helymphozyten zur bedeutend v o l u m i n ö s e r e n B l a s t z e l l e . Zu einem 
Zeitpunkt, i n dem Neusynthese von Ribosomen für die Proteinsynthe-
s e k a p a z i t ä t entscheidend wird, erhöht s i c h die Hemmung der Prote-
insynthese durch O v a l i c i n . Die niedrige Proteinsyntheseleistung 
spiegelt dann den reduzierten Ribosomengehalt der Z e l l e wider. 
Wegen fehlender Akkumulation von Ribosomen wird die Synthese von 
DNA-Polymerase und damit Replikation verhindert. Da dieser Vor-
gang weit vor Beginn der DNA-Synthese s t a t t f i n d e t , e r k l ä r t s i c h 
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daraus die Unwirksamkeit von O v a l i c i n g e g e n ü b e r laufender DNA-
Synthese« 
Mit der Ribosomenmenge a l s für die P r o l i f e r a t i o n l i m i t i e r e n d e r 
Faktor (Tab. 12) wird v e r s t ä n d l i c h , daß Lymphozyten, die beim 
Ubergang vom Ruhezustand i n die metabolisch aktive Phase ihre 
Ribosomenzahl verdrei- oder vervierfachen m ü s s e n (Sören und Bie-
b e r f e l d , 1973; Peters und Hausen, 1971), s e n s i t i v e r und damit frü-
her auf O v a l i c i n reagieren a l s exponentiell wachsende Lymphomazel-
len (Tab. 20), die von vornherein einen h ö h e r e n RNA-Gehalt (An-
dreef et a l . , 1978) und damit eine h ö h e r e Ribosomenmenge haben 
und ihre Ribosomenzahl (für 2 Tochterzellen) nur verdoppeln m ü s -
sen. Zudem i s t i n transformierten Z e l l e n die ribosomale RNA bedeu-
tend s t a b i l e r a l s i n p r i m ä r e n Z e l l e n . So b e s i t z t die rRNA mensch-
l i c h e r Fibroblasten eine Halbwertszeit von 70 Stunden, die rRNA 
SV40 transformierter Z e l l e n dagegen wird erst innerhalb von rund 
700 Stunden zur Hälfte k a t a b o l i s i e r t (Liebhaber et a l . , 1978). 
Es i s t daher v o r s t e l l b a r , daß im F a l l der p r i m ä r e n M ä u s e m i l z z e l -
len eine die P r o l i f e r a t i o n verhindernde k r i t i s c h e Ribosomenkonzen-
t r a t i o n nach k ü r z e r e r Z e i t u n t e r s c h r i t t e n wird, a l s i n rasch wach-
senden Z e l l e n . In diesem Zusammenhang erscheint die Abnahme der 
Empfindlichkeit von M ä u s e m i l z z e l l e n g e g e n ü b e r O v a l i c i n mit f o r t -
schreitender Inkubationsdauer p l a u s i b e l ( F i g . 19; T a b . . 6 ) . Nach-
dem die E l t e r n z e l l e n g e n ü g e n d Ribosomen für die erste Teilung 
akkumuliert haben, erinnern die Tochterzellen i n ihrem Bedarf an 
Ribosomen an andere rasch p r o l i f e r i e r e n d e n Z e l l e n . Zur Hemmung 
der Tochterzellen bedarf es dann wie z.B. auch bei S49»1-Lymphom-
ze l l e n einer m ö g l i c h e r w e i s e ü b e r eine Z e l l z y k l u s l ä n g e hinausgrei-
fende Ovalicineinwirkungsdauer. Diese Ü b e r l e g u n g e n lassen s i c h 
sogar weiter auf Lymphozytensubpopulationen ausdehnen. Andreeff 
und Mitarbeiter (1978) fanden bei unstimulierten menschlichen 
Blutlymphozyten der T-Reihe einen d e u t l i c h unterschiedlichen RNA-
Gehalt (bis maximal f = 2 ) . Da daher e i n T e i l der Z e l l e n wahrschein-
l i c h auch bis zu doppelt so v i e l Ribosomen e n t h ä l t , i s t auf die-
sem Niveau eine subpopulationsspezifische Wirkung von O v a l i i c i n 
aufgrund s e l e k t i v e r Hemmung von rRNA v o r s t e l l b a r . 
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Niedrige Dosen Actinomycin D zeigen ä h n l i c h e d i f f e r e n t i e l l e Effek-
te auf DNA-Synthes und Zellvermehruhg i n verschiedenen Systemen 
( v g l . dazu Kay et a l « , 1969)« Generell scheint die DNA-Synthese 
besonders empfindlich i n normalerweise ruhenden Z e l l e n zu sein« 
Wie b e r e i t s a u s f ü h r l i c h beschrieben, werden DNA-Synthese und da-
mit Z e l l t e i l u n g L e k t i n - s t i m u l i e r t e r Blutlymphozyten schon im 
ersten Z e l l z y k l u s verhindert (Kay et a l « , 1969; Loeb et a l « , 1970; 
Agarwal und Loeb, 1 9 7 2 ) « Auch vermag Actinomycin D i n niedrigen 
Dosen den Beginn der DNA-Synthese i n explantierten Kaninchen-Nie-
rencortexzellen (Lieberman et a l « , 1963) und i n Lebern von Ratten 
nach Teilhepatektomie (Fuijoka et a l « , 1963) zu verhi n d e r n « Ähn-
l i c h empfindlich reagieren auch manche Z e l l a r t e n , die s i c h gewöhn-
l i c h k o n t i n u i e r l i c h t e i l e n , wie synchronisierte E h r l i c h - A s c i t e s -
z e l l e n (Baserga et a l « , 196$) und E p i t h e l i a l z e l l e n von Mäusedar m -
zotten (Baserga et a l « , 1966)« Auf der anderen Seite kann Z e l l t e i -
lung i n rasch pro l i f e r i e r e n d e n Z e l l e n t r o t z Hemmung der ribosoma-
len RNA-Synthese noch einige Zeit w e i t e r l a u f e n « In Gegenwart von 
0.08 ug/ml Actinomycin D k ö n n e n s i c h L-Zellen für 1 0 - 1 4 Stunden 
wie Z e l l e n ohne Toxin weiter exponentiell vermehren, bevor S t i l l -
stand der F r o l i f e r a t i o n einsetzt (Perry und K e l l e y , 1968; Tab« 
21)« Auch HeLa-Zellen werden durch Actinomycin D erst nach einer 
V e r z ö g e r u n g s p h a s e von 24 Stunden i n i h r e r Vermehrung angehalten 
(Clark et a l « , 1967)• Nach Kay et a l « ( 1 9 6 9 ) kann man daraus f o l -
gende S c h l ü s s e ziehen: 
"In einigen rasch p r o l i f e r i e r e n d e n Z e l l e n scheinen also genügend 
Ribosomen vorhanden zu s e i n , um mehrere Z e l l t e i l u n g e n zu erlauben, 
bevor s i e l i m i t i e r e n d werden« In ruhenden Lymphozyten jedoch und 
v i e l l e i c h t generell i n ruhenden Z e l l e n scheint der Ribosomenge-
halt unter einer k r i t i s c h e n Menge zu l i e g e n , die für den E i n t r i t t 
der Z e l l e i n die DNA-Synthese b e n ö t i g t w i r d « " 
Die unterschiedliche Hemmung von lymphoiden und nicht-lymphoiden 
Z e l l e n durch O v a l i c i n kann a l l e r d i n g s nicht a l l e i n mit einem un-
ter s c h i e d l i c h e n Ribosomengehalt oder Bedarf er k l ä r t werden« So 
würde die Ribosomenkonzentration i n 3 T 6-Zellen bei Annahme v o l l -
s t ä n d i g e r Hemmung der Neusynthese ribosomaler RNA durch O v a l i c i n 
nach der für 50 % Hemmung der Z e l l p r o l i f e r a t i o n b e n ö t i g t e n Einwir-
kungsdauer nur noch rund 0.1 % der Ausgangskonzentration betragen, 
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da die Ribosomenmenge bei jeder Z e l l t e i l u n g auf die Hälfte redu-
z i e r t w ü r d e . M ö g l i c h e r w e i s e k ö n n e n diese Z e l l e n O v a l i c i n schlecht 
aufnehmen bzw. nicht metabolisch a k t i v i e r e n . Da O v a l i c i n wahrschein-
l i c h nicht direkt auf die rRNA-Synthese wirkt ( F i g . k k ) > i s t es 
denkbar, daß die hypothetische, O v a l i c i n - s e n s i t i v e Reaktion, die 
der rRNA-Synthese vorgeschaltet i s t , i n nicht-lymphoiden Z e l l e n 
r e l a t i v r e s i s t e n t i s t . 
Welche Reaktion kommt d a f ü r i n Betracht? 
Es sind verschiedene StoffWechselbedingungen i n der L i t e r a t u r be-
schrieben, die i n eukariotischen Z e l l e n zu einer selektiven Blok-
kierung der Synthese ribosomaler RNA f ü h r e n . So wird rasch und 
se l e k t i v durch Hemmung der Proteinsynthese (Muramatsu et a l . , 
1970; Shulman et a l . , 1977) oder nach Entzug einer e s s e n t i e l l e n 
A m i n o s ä u r e (Shulman et a l . , 1977; Grummt et a l . , 1976) oder Serum-
mangel (Hershko et a l . , 1971) die Synthese ribosomaler RNA redu-
z i e r t . Cycloheximid hemmt i n Rattenleber die Synthese des rRNA-
Vo r l ä u f e r s (45 S rRNA) nach 1 s t ü n d i g e r Einwirkung zu 70 %; nach 
weiteren 2 Stunden Einwirkung des Toxins wird eine Maximalhemmung 
von 80 % e r r e i c h t (Muramatsu et a l . , 1970). In Hefe bet r ä g t die 
Hemmung der rRNA-Synthese 1 --.2 Stunden nach Tyrosinentzug 80 -
85 % bei einer Proteinsynthesehemmung von ü b e r 90 % , währ e n d die 
Synthese von mRNA und tRNA nur um 25 % bzw. 20 % reduziert i s t 
(Warner und Gorenstein, 1978; Shulman et a l . , 1 9 7 7 ) » Die geringe, 
vergleichsweise rasch durch O v a l i c i n i n M i l z z e l l e n a u s g e l ö s t e Pro-
teinsynthesehemmung, gemessen 12 Stunden nach Con A-Zugabe ( F i g . 
2 9 ) , r e i c h t daher wahrscheinlich nicht aus, die rRNA-Synthese i n 
dem gefundenen A u s m a ß nach obigen Mechanismus zu hemmen. Hö h e r e 
Zellen gleichen i n i h r e r Reaktion auf den A m i n o s ä u r e e n t z u g Bak-
t e r i e n , die i n einer sogenannten
 1
s t r i n g e n t response
1
 durch selek-
tive Reduktion der rRNA-Synthese auf die Mangelsituation reagie-
ren (Morris und Kjeldgaard, 1968). P a r a l l e l dazu t r i t t das unge-
wöhnliche Nukleotid ppGpp auf (Cashel und Kaibacher, 1970). 
Eng v e r k n ü p f t mit der Synthese ribosomaler RNA i s t die Bildung 
ribosomaler Proteine, die durch Hemmung der Transkription der 
spezifischen 'messenger' RNAs bei A m i n o s ä u r e e n t z u g ebenfalls 
verhindert wird (Stephens et a l . , 1975)« Auch i n eukariotischen 
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Ze l l e n wird die Synthese ribosomaler RNA und mRNA für ribosomale 
Proteine streng gekoppelt r e g u l i e r t . Dies wurde bis j e t z t a l l e r -
dings nur für Hefe nachgewiesen, wo b i s auf wenige Ausnahmen nach 
A m i n o s ä u r e e n t z u g s p e z i f i s c h die Synthese der mRNAs ribosomaler 
Proteine a u s f ä l l t (Warner und Gorenstein, 1978). Umgekehrt wird 
bei Anwesenheit nie d r i g e r Dosen Actinomycin D i n Rattenleber durch 
Ausschaltung der Synthese bestimmter mRNAs (mRNAs für ribosomale 
Proteine?)die Transkription der rRNA-Gene gestoppt ( L i n d e l l et a l . , 
1978). 
Die Biosynthese ribosomaler RNA i s t eine grundlegende Reaktion 
p r o l i f e r i e r e n d e r Z e l l e n (Grummt et a l . , 1976). Sie i s t mit einer 
Reihe von Reaktionen v e r k n ü p f t , ü b e r die Ä n d e r u n g e n der Stoffwech-
sellage rasch weitergegeben werden. Die Kopplung der Reaktionen 
i s t jedoch noch weitgehend unbekannt. M ö g l i c h e r w e i s e s p i e l t der 
Gehalt der Z e l l e an ATP und GTP eine wichtige regulatorische Ver-
m i t t l e r r o l l e (Grummt und Grummt, 1976). Es i s t also denkbar, daß 
Ov a l i c i n ü b e r die Hemmung einer unbekannten Z i e l r e a k t i o n den Ge-
halt der Z e l l e an diesen Metaboliten senkt. 
Weitere Untersuchungen werden nöti g s e i n , um den Wirkort von Ova-
l i c i n zu finden. Die A u f k l ä r u n g der Z i e l r e a k t i o n O v a l i c i n s könn-
te einen weiteren E i n b l i c k i n das komplexe Netzwerk der Regulati-
on i n h ö h e r e n Z e l l e n geben, im besonderen i n die noch weitgehend 
unbekannten biochemischen V o r g ä n g e der Immunantwort. 
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Anhang 
Vergleich der Mitogenstimulation von M ä u s e m i l z z e l l e n i n Kultur-
r ö h r c h e n und Z e l l k u l t u r f l a s c h e n . - Wirksamkeit von O v a l i c i n 
Wegen des größe r e n Zellbedarfs für biochemische Untersuchungen 
und der - zumindest i n meinen H ä n d e n - schlechten Reproduzierbar-
ke i t bei Mitogenstimulation von M i l z z e l l e n i n kleinen K u l t u r r ö h r -
chen ( v g l . F i g . 47 mit Tab. 19) wurden i n dieser Arbeit Lymphozy-
ten i n 3 - 45 ml Medium k u l t i v i e r t s t a t t i n 0.9 ml, wie i n Weiner 
(1976) beschrieben ( s . Methode 4a/J). Zuvor mußte jedoch ge k l ä r t 
werden, ob die Bedingungen für optimale Stimulation der M i l z z e l -
len durch Con A i n Rö h r c h e n und ihre Hemmung durch O v a l i c i n s i c h 
auf das Flaschensystem ü b e r t r a g e n l a s s e n . 
In A b h ä n g i g k e i t von der verwendeten Serumcharge findet man für 
das R ö h r c h e n s y s t e m i n einem r e l a t i v engen Bereich der Lektinkon-
zentration optimale Stimulation von M i l z z e l l e n durch Con A (Wei-
ner, 1976; Ling und Kay, 1975)• Unter nahezu identischen Bedin
r 
gungen lassen s i c h Lymphozyten im Flaschensystem stimulieren 
(2.5 % Serum M ( s . Material 3 a ) : 1 ug/ml Con A bei 2 x 10 6 Z e l -
len/ml; 5 % Serum E ( s . Material 3 a ) : 1 oder 2 ug/ml Con A bei 
2 x 10^ Zellen/ml bzw. 1 ug/ml Con A bei 1 x 10^ Zellen/ml; v g l . 
dazu Weiner, 1976). Im Gegensatz zu den Befunden von Weiner (1976) 
scheint die Wirkung von O v a l i c i n u n a b h ä n g i g von der Con A-Konzen-
t r a t i o n zu s e i n , sodaß geringes Abweichen von den optimalen S t i -
mulationsbedingungen keine Schwankungen der Ovalicinhemmung nach 
sic h z i e h t . Als B e i s p i e l wurde die Ovalicinhemmung des U r i d i n -
einbaus, der a l s M e ß p a r a m e t e r für die Stimulation diente, i n Ab-
hängigkeit von der Con A-Konzentration i n Figur 46 d a r g e s t e l l t . 
Auch scheinen Lymphozyten, i n R ö h r c h e n k u l t i v i e r t , etwas empfind-
l i c h e r g e g e n ü b e r O v a l i c i n zu s e i n . M i ß t man den Thymidineinbau 
von Lymphzyten - jeweils unter optimalem Bedingungen i n R ö h r c h e n 
oder Flaschen s t i m u l i e r t - i n Gegenwart verschiedener O v a l i c i n -
konzentrationen, so findet man halbmaximale Hemmung (der Plateau-
wert wurde a l s Maximum genommen) bei 0.6 x 1 0 ~ 1 0 M bzw. 4 x 1 0 ~ 1 ° M 
( F i g . 47)» Zudem i s t die Hemmung größer (Plateauwerte: R ö h r c h e n 
66 %; Flaschen 48 %\ F i g . 4 7 ) . Dieser Unterschied im Ausm a ß der 
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Con A- Konzentration (pg x m l 1 ) 
F i g . 46 Wirkung von O v a l i c i n auf den Uridineinbau Con A-stimulier-
t e r Lymphozyten i n A b h ä n g i g k e i t von der Con A-Konzentration 
Jeweils 10 x 10^ Ze l l e n wurden nach 11 st ü n d i g e r Vorinkubation 
durch Zugabe der i n der Abszisse angegebenen Con A-Konzentratio-
nen und 10~3 M (Endkonzentration) 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l s t i m u l i e r t . 
E i n T e i l der Proben e r h i e l t g l e i c h z e i t i g O v a l i c i n i n einer End-
konzentration von 2 x 10~7 M. 36 h s p ä t e r wurden Proben entnommen 
( s . Methode 7a), 1 uCi/ml [3H]Uridin (0.2 Ci/mMol) zugesetzt und 
nach 1 h die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . Methoden 
8 a ß , 10a). 
O - O v a l i c i n „ 
• + O v a l i c i n (2 x 10~' M) 
• Hemmung des Uridineinbaus 
Hemmung i s t jedoch wahrscheinlich nicht s i g n i f i k a n t ( v g l . dazu 
inset F i g . 48: Die Hemmung des Thymidineinbaus durch O v a l i c i n i s t 
g l e i c h g r o ß , u n a b h ä n g i g davon ob die Z e l l e n w ä h r e n d der gesamten 
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Ovalicinkonzentration (pg x ml ) 
F i g . 47 E i n f l u ß des K u l t u r g e f ä ß e s auf die Hemmung des- Thymidin-
einbaus Con A - s t i m u l i e r t e r Lymphozyten durch O v a l i c i n 
c c 
1.35 x 10 Zellen/ml (je 3 P a r a l l e l a n s ä t z e ) bzw. 45 x 1 0 ° Z e l l e n 
(2.7 x lO^/ml) wurden ohne Vorinkubation durch Zugabe von Con A 
i n einer Endkonzentration von 1 ug bzw. 2 ug/ml i n K u l t u r r ö h r c h e n 
(•) bzw. Kulturflaschen (O) i n Medium mit 5 % fötalem K ä l b e r s e -
rum i n Gegenwart verschiedener Ovalicinkonzentrationen s t i m u l i e r t . 
36 h nach Mitogenzugabe wurden den Flaschen je 2 x 0.9 ml Proben 
entnommen und i n K u l t u r r ö h r c h e n p i p e t t i e r t ( s . Methode 7 a ) , a l l e n 
Proben 1 uCi [3H]Thymidin (6 .7 Ci/mMol) zugesetzt und nach 9 h 
die säureunlösliche R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . Methoden 8aß, 
10a). 
Inkubation oder nur w ä h r e n d der radioaktiven Markierung i n R ö h r -
chen waren). 
Als Ursache für die unterschiedliche Empfindlichkeit i s t folgen-
des denkbar: Lyraphozytensubpopulationen a d h ä r i e r e n unterschied-? 
l i e h stark an Glas- und K u n s t s t o f f o b e r f l ä c h e n ( v g l . J u l i u s et a l . , 
1973; Ling und Kay, 1975)• Zur Bestimmung von Zellparametern ( z . 
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B. Einbau von radioaktiven V o r l ä u f e r n , Z e l l z a h l usw.) mü s s e n im 
Flaschensystem der aufgewirbelten Zellsuspension Proben entnom-
men werden. Im Gegensatz zur R ö h r c h e n k u l t u r , wo durch starkes Auf-
wirbeln ( s . Weiner, 1976) praktisch a l l e Z e l l e n erfaßt werden k ö n -
nen, bleiben bei Kult i v i e r u n g der Zellen i n Flaschen die nach dem 
Umschwenken ( s . Methode 7a) noch anhaftenden Ze l l e n im Kulturge-
fäß z u r ü c k . Um das A u s m a ß dieses E f f e k t s zu bestimmen, wurden 
Tab. 24 Hemmung des Uridineinbaus suspendierbarer und anhaftender 
Lymphozyten durch O v a l i c i n 
Die V e r s u c h s d u r c h f ü h r u n g e r f o l g t e wie i n F i g . 38 . Zur Bestimmung 
des s ä u r e u n l ö s l i c h e n Z e l l y s a t s suspendierbarer und anhaftender 
Zel l e n wurden die Z e l l e n v o r s i c h t i g durch Umschwenken suspendiert, 
auf das F i l t e r gebracht und der Zellrasen mit 2 ml 0.85 % NaCl-
L ö s u n g gewaschen. Dann wurden weitere 2 ml 0.85 % N a C l - L ö s u n g zu-
gesetzt und der Zellra s e n wie i n F i g . 38 beschrieben, abgeschabt. 
Weitere Aufarbeitung s. F i g . 3 8 . 
pHJUridine 
- O v a l i c i n 
inbau (IpM) 
+ O v a l i c i n 
Hemmung (%) 
l e i c h t suspendier-
bare Z e l l e n 56 834 + 6 947 45 689 +641 20 
anhaftende Z e l l e n 2 316 + 727 1 993 + 287 14 
suspendierbare und 
anhaftende Z e l l e n 
55 976 + 1 715 45 531 + 89 19 
wurden M i l z z e l l e n i n P e t r i s c h ä l c h e n aus Kunststoff durch Con A 
st i m u l i e r t und der Uridineinbau der anhaftenden und der l e i c h t 
suspendierbaren Zellen gemessen (Tab. 24)« Dabei wurde nur rund 
5 % des Gesamteinbaus i n s ä u r e u n l ö s l i c h e s Z e l l y s a t i n der Frak-
t i o n der anhaftenden Z e l l e n gefunden. In Gegenwart von C v a l i c i n 
i s t der Einbau i n beide Fraktionen vergleichbar stark r e d u z i e r t 
- 191 -
(Tab. 24)» Mit diesem Versuch kann a l l e r d i n g s nicht ausgeschlos-
sen werden, daß die Z e l l e n zu anderen Zeiten nach Mitogenzugabe 
'klebriger
1
 sind (dies i s t vermutlich i n den ersten Stunden nach 
Mitogenzugabe der F a l l ; Beobachtungen ohne Beleg) und so s i c h 
s t ä r k e r e Abweichungen vom R ö h r c h e n s y s t e m ergeben. Dies s o l l t e man 
besonders bei der quantitativen Interpretation von Einbaukineti-
ken im Auge behalten (z.B. F i g . 9> 28; jedoch nicht bei F i g . 3 8 ) . 
Von zahlreichen Autoren wurde be r e i t s die mitogene bzw. die zu 
Lektinen synergistische Wirkung von 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l beschrieben 
( s . z.B. Goodman und Weigle, 1977; Lembke und O p i t z , 1976; Opitz 
et a l . , 1978). Im R ö h r c h e n - wie auch im Flaschensystem wird der 
Thymidineinbau i n Con A s t i m u l i e r t e Lymphozyten durch 10~^ M 2 -
M e r c a p t o ä t h a n o l 2 - 3 fach gesteigert ( F i g . 48; Weiner, 1976). 
Selbst zu Beginn eines 12 s t ü n d i g e n [^H]Thymidinpulses zugesetzt 
(36 Stunden nach Con A-Zugabe) vermag 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l den Thy-
midineinbau i n s ä u r e f ä l l b a r e s Z e l l y s a t d e u t l i c h zu stimulieren 
( v g l . F i g . 48a mit F i g . 4 8 b ) . Im Gegensatz zu den Befunden zu 
Weiner (1976) wird die Wirkung von O v a l i c i n nicht b e e i n t r ä c h t i g t . 
Vielmehr i s t die Hemmung des Thymidineinbaus durch O v a l i c i n i n 
Anwesenheit von 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l l e i c h t e r h ö h t (inset F i g . 4 8 b ) . 
Noch deutlicher i s t dieser E f f e k t , wenn man a l s Parameter für 
Z e l l p r o l i f e r a t i o n den Leucineinbau wählt (ohne Beleg). 
E i n g r o ß e r V o r t e i l des Flaschensystems i s t die gute Reproduzier-
barkeit der Stimulation von Lymphozyten bei P a r a l l e l a n s ä t z e n . 
Die Schwankungen zwischen Parallelproben aus 1 Kulturflasche bzw. 
aus 2 i d e n t i s c h angesetzten Flaschen lagen i n der Regel unter 5 % 
(Tab. 6, 19). Dagegen wichen die Parallelproben im R ö h r c h e n s y s t e m 
des i n Figur 47 d a r g e s t e l l t e n Versuchs im Durchschnitt um 26 % 
vom Mittelwert ab ( v g l . auch F i g . 48a,b: t = 0 ) . Die Ursache die-
ses P h ä n o m e n s wurde nicht weiter untersucht, jedoch scheinen die 
ersten Stunden nach Mitogenkontakt i n R ö h r c h e n für diese Schwan-
kungen verantwortlich zu s e i n ( F i g . 4 8 ) . 
F i g . 48 E i n f l u ß von 2 - M e r c a p t o ä t h a n o l auf die Hemmung des Thymi-
dineinbaus Con A-s t i m u l i e r t e r Lymphozyten durch O v a l i c i n 
2 A n s ä t z e mit je 100 x 10^ Zell e n wurden ohne Vorinkubation i n 
Medium mit 5 % fötalem K ä l b e r s e r u m ( s . M a t e r i a l 3a) durch Zugabe 
von Con A (Endkonzentration: 2 ug/ml) s t i m u l i e r t . G l e i c h z e i t i g 
mit dem Mitogen e r h i e l t ein Ansatz O v a l i c i n i n einer Endkonzentra-
t i o n von 2 x 10"" ? M. Zu den i n der Abszisse angegebenen Zeiten 
wurden den Flaschen je 4 x 0.9 ml Zellsuspension entnommen und 
i n K u l t u r r ö h r c h e n p i p e t t i e r t ( s . Methode 7a). Die Hälfte der Pro-
ben e r h i e l t i n 10 u l BSS-Puffer ( s . M a t e r i a l 3a) 2-Mercaptoätha-
nol (Endkonzentration: 10"5 M); den Kontrollen wurde das gleiche 
Volumen BSS zugesetzt. 36 h nach Mitogenzugabe wurde 1 uCi p H ] 
Thymidin (6.7 Ci/mMol) zugegeben ( s . Methode 7c) und nach 12 h 
die s ä u r e u n l ö s l i c h e R a d i o a k t i v i t ä t bestimmt ( s . Methoden 8aa, 
10a). 
O - O v a l i c i n
 7 
• + O v a l i c i n (7 x 10"' M) 
• Hemmung des Thymidineinbaus - £- M e r c a p t o ä t h a n o l 
A Hemmung des Thymidineinbaus + £- M e r c a p t o ä t h a n o l 
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Zusammenfassung 
Der sesquiterpenoide Pilzmetabolit O v a l i c i n i s t e i n ä u ß e r s t wirk-
samer I n h i b i t o r lymphoider Z e l l e n . Halbmaximale Hemmung der DNA-
Synthese p r o l i f e r i e r e n d e r M i l z z e l l e n und Lymphomzellen aus Mäu s e n 
beobachtet man bei Konzentrationen von 6 - 1 0 ~ 1 ° Mol / 1 . 
Andere eukariotische Z e l l e n (z.B. HeLa- und 3 T 6-Zellen) werden i n 
ihrem Wachstum nur wenig b e e i n f l u ß t , da s i c h die Wirkung von Ova-
l i c i n bei ihnen sehr langsam a u s p r ä g t . 
Folgende Beobachtungen st ü t z e n die Vermutung, daß die DNA-Synthese 
nur i n d i r e k t gehemmt wird: 
( i ) Die DNA-Synthese i n einem z e l l f r e i e n System wird durch Ov a l i -
c i n nicht reduziert 
( i i ) Kerne aus O v a l i c i n behandelten Lymphozyten zeigen eine ver-
minderte D N A - S y n t h e s e a k t i v i t ä t 
( i i i ) In Z e l l k u l t u r wirkt O v a l i c i n nicht sofort auf die DNA-Synthe-
se, wenn es während der S-Phase zugesetzt wird und für maxi-
male Hemmung wird eine Einwirkungsdauer des Toxins von 12 -
24 Stunden Denötigt 
Auf der anderen Seite werden Reaktionen, die cha r a k t e r i s t i s c h für 
frühe Zellzyklusphasen s i n d , nicht gehemmt oder nur schwaeh redu-
z i e r t , wie z.B. die Stimulation des Plasmamembranlipidstoffwechseis 
kurz nach Mitogenzugabe oder die Transformation des kleinen Lym-
phozyten zur große n B l a s t z e l l e . 
Im Gegensatz zur DNA-Synthese wird die Proteinsynthese - 12 Stun-
den nach Mitogenzugabe gemessen - nur schwach b e e i n f l u ß t . Hemmung 
der DNA-Synthese scheint daher nicht durch direkte Ausschaltung 
der Ribosomenfunktion verursacht zu s e i n , wie dies von klassischen 
Hemmstoffen der Protein-Synthese bekannt i s t . B e s t ä t i g t wird diese 
mutung durch die Unwirksamkeit von O v a l i c i n i n einem z e l l f r e i e n 
Proteinsynthesesystem mit Ribosomen aus Lymphozyten. Nach einer 
36 s t ü n d i g e n Inkubation mit O v a l i c i n nimmt die Proteinsynthese-
a k t i v i t ä t weiter ab und die Reduktion der Proteinsynthese err e i c h t 
fast die Größe der DNA-Synthesehemmung. Die Zunahme der Protein-
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syntheseheramung wird nicht durch die unterbundene DNA-Biosynthese 
verursacht, da die Bildung der Histone durch O v a l i c i n nicht selek-
t i v verhindert i s t . 
Ein früher Effekt des Toxins i s t die Reduktion der RNA-Synthese. 
Bevorzugt wird die Synthese der ribosomalen RNA-Spezies r e d u z i e r t . 
Dies führt zu einer Verminderung der Neusynthese von Ribosomen. 
O v a l i c i n scheint a l l e r d i n g s die Synthese der ribosomalen RNA nicht 
direkt zu hemmen, wie Untersuchungen i n einem z e l l f r e i e n System 
ergeben haben. 
Der z e i t l i c h e Verlauf der Hemmung von DNA- und Proteinsynthese a l s 
Folge der Reduktion des Proteinsyntheseapparats wird d i s k u t i e r t . 
- 208 -




































T r i s 
tRNA 
Adenosin - 5 '-triphosphat 
»balanced s a l t Solution» 
»balanced s a l t Solution» mit 0»1 mg Thymidin/ml 
Curie 
Concanavalin A 
Cytidin - 5 ' - t r i p h o s p h a t 
Desoxyadenosin -5 '-triphosphat 
Dexoxycytidin - 5 '-triphosphat 
Desoxyguanosin -5*-triphosphat 
D e s o x y r i b o n u k l e i n s ä u r e 
Desoxythyraidin -5*-triphosphat 
Escherichia c o l i 
Ä t h y l e n d i a m i n t e t r a e s s i g s ä u r e 
Ä t h y l e n g l y c o l - b i s - ( - a m i n o ä t h y l ä t h e r ) - N , N * - t e t r a -
e s s i g s ä u r e 
Guanosin -5*-triphosphat 
Stunde 
N - 2 - H y d r o x y ä t h y l p i p e r a z i n - N * - 2 - ä t h a n s u l f o n s ä u r e 
Impulse pro Minute 
Dissoziationskonstante 
Michaelis-Menten-Konstante (Substratkonzentration 
für halbmaximale E n z y m s ä t t i g u n g ) 
molar 
2 - M e r c a p t o ä t h a n o l 
'minimal e s s e n t i a l medium' 
Minute 
'messenger'RNA 
Puffer für Kernisolierung ( s . Methode 13aa) 
»Phosphate buffered s a l i n e ' 
'phosphate buffered s a l i n e ' ohne CaCl^ und MgCl
2 
R i b o n u k l e i n s ä u r e 
ribosomale RNA 
Svedberg-Konstante 
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